Complexos de iões metálicos com interesse na terapia do cancro: estudos de interacção com biomoléculas by Santos, Filipa Pedro Costa, 1985-
UNIVERSIDADE DE LISBOA 
FACULDADE DE CIÊNCIAS 






Complexos de iões metálicos com interesse na 

















UNIVERSIDADE DE LISBOA 
FACULDADE DE CIÊNCIAS 






Complexos de iões metálicos com interesse na 





FILIPA PEDRO COSTA SANTOS 
 
 




 Orientadora:   Doutora Ana Isabel Tomaz 































“… e não há ninguém com espírito sem preconceitos que 
consiga estudar qualquer criatura viva, por mais humilde que 
seja, sem se deixar entusiasmar pela sua maravilhosa estrutura e 
propriedades.” 
 





 Às coordenadoras do Mestrado em Química Inorgânica Biomédica – Aplicações em 
Diagnóstico e Terapia, Doutora Isabel Santos e Doutora Maria Helena Garcia, agradeço a 
hipótese que me foi dada, pois permitiu-me adquirir novos conhecimentos, bem como a 
possibilidade de realizar o trabalho experimental descrito nesta tese de mestrado. 
 Às minhas orientadoras, Doutora Ana Isabel Tomaz e Doutora Maria Helena Garcia, 
que me acompanharam durante a realização desta tese. Agradeço a forma empenhada com 
que me orientaram, a disponibilidade, apoio, conhecimentos e incentivo, sem os quais não 
teria sido possível realizar este trabalho. 
 À Doutora Paula Robalo, pelos complexos que forneceu e a disponibilidade para a 
realização deste trabalho. 
 Ao Professor Fernando Santos, pela simpatia e forma acolhedora com que me recebeu 
para a realização de ensaios de viscosidade. 
 Ao Professor Rodrigo Almeida, pela simpatia, apoio e dicas que me deu para a 
realização de espectroscopia de fluorescência. 
À Ana Margarida Ganhão e Milan Chhaganlal, pelos compostos fornecidos no início 
da realização deste trabalho. 
Aos meus colegas de laboratório, Ana Margarida, Andreia, Cristina, Tânia, Tiago, pela 
amizade e companheirismo. A todos os meus AMIGOS pela presença constante e por me 
encorajarem durante este percurso.  
Um agradecimento especial à Liliana Carvalho e à Ana Judite pelas palavras de 
amizade, pela ajuda nos momentos difíceis e pelos bons momentos que partilhamos. 
Ao Oscar Rojas um agradecimento ESPECIAL pelo trabalho que me proporcionou 
graças aos complexos sintetizados (Série OR). Mas também por todos os bons momentos 
(diria mesmo ESPECTACULARES/ IMPRESSIONANTES), pelas conversas…, pela ajuda e 
carinho nos momentos menos bons, e principalmente pela sua grande AMIZADE. 
Por último agradeço à minha família que sempre me apoiou e encorajou a lutar pelos 
meus objectivos, mesmo que nem sempre estivéssemos de acordo… 
 
A todos MUITO OBRIGADA… 
 





 O cancro é uma doença que se caracteriza pelo crescimento celular descontrolado, 
sendo a segunda maior causa de morte nos países desenvolvidos e prevê-se que o número de 
mortes devido ao cancro aumente 50% até 2030, de 7,6 para 15,5 milhões de pessoas. A 
cisplatina e os seus análogos tornaram-se os metalofármacos mais utilizados na terapia do 
cancro (em cerca de 50-70% dos casos), independentemente da sua falta de selectividade, da 
limitação severa na dosagem devido a efeitos secundários agressivos e ao desenvolvimento de 
resistência ao tratamento. Estas desvantagens, juntamente com o facto de os fármacos de 
platina serem ineficazes contra alguns tumores, conduziram à necessidade de utilizar novas 
abordagens.  
 Os compostos de ruténio são actualmente reconhecidos como uma alternativa 
promissora e eficaz aos fármacos de platina, oferecendo outros modos de acção, e 
despoletando o desenvolvimento de várias famílias de complexos. A investigação do 
potencial anti-cancerígeno em complexos de ferro tem também suscitado grande interesse.  
 O presente trabalho teve por objectivo global investigar se o DNA, que é o alvo 
biológico da cisplatina e um alvo biológico para metalofármacos em geral, poderia 
desempenhar um papel na actividade biológica in vitro de um conjunto de compostos de 
Ru(II) e Fe(II) seleccionados.  
 Foram inicialmente seleccionados dezasseis compostos para a realização deste 
trabalho e organizados em três grupos: grupo 1 – complexos de [RuII(Cp)]+ (complexos 1 a 
6), grupo 2 – complexos de [RuII(bpy)2]
2+
 (complexos 7 a 12) e grupo 3 – complexos de Fe(II) 
com derivados de terpiridina (complexos 13 a 16). 
 O trabalho realizou-se em duas fases distintas. Numa primeira fase desenvolveu-se 
uma metodologia coerente para estudar os complexos e seleccionar quais os mais adequados 
para estudos em solução de acordo com a sua estabilidade e solubilidade. Todos os complexos 
de grupo 2, solúveis em meios aquosos (10mM Hepes pH 7,4), mostraram maior estabilidade 
em solução, observando-se um máximo de 5% de degradação do complexo inicial ao fim de 
24 h. A primeira fase permitiu, assim, escolher oito complexos com comportamento adequado 
aos estudos a desenvolver: complexo 5, [RuCp(Dppe)(9CN-Antr)] [PF6] (grupo 1); 
complexos 7 a 12, [Ru(bpy)2(pdt)] [CF3SO3]2, [Ru(bpy)2(pdt)] [PF6]2, [Ru(bpy)2(bpp)] 
[CF3SO3]2, [Ru(bpy)2(pb)] [CF3SO3]2, [Ru(bpy)2(pbt)] [CF3SO3]2, [Ru(bpy)2(N-pbt)2] 
[CF3SO3]2, respectivamente (grupo 2) e complexo 13, [Fe((4‟-C6H5)-tpy)Cl2(H2O)] (do grupo 
 x 
 
3), de entre os 16 complexos propostos inicialmente. Numa segunda fase estudou-se a 
interacção dos complexos seleccionados com o ctDNA, utilizando espectroscopia de absorção 
de UV-Visível, de fluorescência e ensaios hidrodinâmicos (medidas de viscosidade 
cinemática). 
Os estudos realizados por espectroscopia de absorção de UV-Visível, permitiram 
observar modificações espectrais (hipocroísmo e hipercroísmo) compatíveis com a existência 
de uma interacção entre os complexos e o DNA. Estes resultados possibilitaram a 
determinação de constantes de ligação (Kb) para os diferentes complexos estudados na ordem 






. A afinidade dos compostos pelo DNA segue a seguinte ordem: 
10 >> 5  > 9  ~ 11  > 7  ~ 8  > 13, sendo o complexo 10 o que apresenta uma constante de 
ligação superior, no valor de 1,12  105 M-1. 
Os resultados obtidos por espectroscopia de absorção de UV-Visível, juntamente com 
os dados de espectroscopia de fluorescência e de viscosimetria, permitiram sugerir possíveis 
mecanismos para a interacção com o DNA, sendo o mais frequente uma ligação não covalente 
aos sulcos do DNA.   
 Os resultados obtidos neste trabalho mostram que o DNA pode ser um alvo biológico 
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 Cancer condition is characterized by uncontrolled cell growth. It is the second leading 
cause of death in developed countries and it is expected that the number of deaths from cancer 
will increase 50% by 2030, from 7,6 to 15,5 millions of people. Cisplatin and its analogues 
became the most widely used metallodrugs in cancer therapy (in about 50-70% of cases), 
regardless of their lack of selectivity, the severe limitation on the dosage because of side 
effects and the development of aggressive resistance to treatment. These drawbacks, along 
with the fact that the platinum drugs are ineffective against certain tumors, lead to the need for 
new approaches.  
 Ruthenium compounds are now recognized as a promising and effective alternative to 
platinum drugs, offering other modes of action, which triggered the development of several 
families of complexes. The investigation of iron complexes as potential anti-carcinogenic 
agents has also attracted great interest. 
 The aim of the present work was to investigate if DNA, the biological target for 
cisplatin and a classical biological target for metallopharmaceuticals in general, could play a 
role in the biological activity of a number of different compounds of Ru(II) and Fe(II).  
 A consistent methodology to study these complexes was first developed, which 
allowed a selection of the most suitable for the studies in solution according to their stability 
and solubility. A total of 16 complexes were initially selected for the realization of this work 
and organized into three groups: group 1 – [RuII(Cp)]+ complexes (compounds 1 to 6); 
group 2 – [RuII(bpy)2]
2+
 complexes (7 to 12) and group 3 – Fe(II) complexes with terpyridine 
derivatives (complexes 13 to 16). 
 All complexes from group 2 were soluble in aqueous media (10mM Hepes pH 7,4) 
and showed the highest stability in solution, 95% of the parent complex remaining intact after 
24h. Eight complexes were found suitable for further studies due to their stability and 
solubility: complex 5 [RuCp(Dppe)(9CN-Antr)] [PF6] (group 1); complexes 7 to 12 
([Ru(bpy)2 (pdt)] [CF3SO3]2 (7), [Ru(bpy)2(pdt)] [PF6]2 (8), [Ru(bpy)2(bpp)] [CF3SO3]2 (9), 
[Ru(bpy)2(pb)] [CF3SO3]2 (10), [Ru(bpy)2(pbt)] [CF3SO3]2 (11), [Ru(bpy)2(N-pbt)2] 
[CF3SO3]2 (12) (from group 2) and complex 13, [Fe((4‟-C6H5)-tpy)Cl2(H2O)] (group 3).  
 The interaction of these selected compounds with ctDNA was evaluated using 
hydrodynamic assays (measurements of kinematic viscosity) and spectroscopy (UV-Visible 
absorption and fluorescence). Spectral changes in the UV-Visible range (hypochromism and 
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hyperchromism) observed for all complexes in the presence of the biomolecule indicated a 
moderate-to-strong interaction with ctDNA. Binding constants (Kb) obtained from these 






. The affinity of the complexes for DNA follows the 
following order,   10  >> 5  > 9 ~ 11  > 7 ~ 8  > 13, complex 10 exhibiting the highest Kb 
(1,12  105 M-1). With results obtained by UV-visible absorption spectroscopy, along with 
data from fluorescence spectroscopy and viscometry, it was possible to suggest mechanisms 
for the interaction of these complexes with DNA, the most frequent one being a non-covalent 
binding to the DNA grooves. 
 The results of this study show that DNA can be a biological target for the complexes 
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CN – grupo ciano; 
Cp – 5-ciclopentadienilo; 
Cp* – 5-pentametilciclopentadienilo; 
cq – Cianoquinolina; 
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PTA – 1,3,5-triaza-7-fosfoadamantano; 
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Figura 7: Fórmula de estrutura da Staurosporina. 9 
   
Figura 8: Estrutura de um complexo de ruténio inibidor da cinase proteica
26
. 9 
   
Figura 9: 





   
Figura 10: 





   
Figura 11: Famílias de compostos sintetizados no grupo de trabalho. 11 
   
Figura 12: Fórmula de estrutura do mer-[Ru(II)Cl3(tpy)]. 12 
   
Figura 13: Fórmula estrutural do tamoxifeno. 13 
   
Figura 14: Fórmula de estrutura da ribose (à esquerda) e desoxirribose (à direita)
40
. 21 
   
Figura 15: Fórmula de estrutura de bases azotadas presentes na constituição do DNA
40
. 21 
   
Figura 16: 
Representação esquemática da dupla cadeia de DNA, estabilizada por ligações de 
hidrogénio entre as bases azotadas. Estão evidenciadas todas as unidades que 
constituem um nucleótido (grupo fosfato, desoxirribose, bases azotadas: purina ou 
pirimidina). 
22 
   
Figura 17: 
Arranjos tridimensionais do DNA: forma A (à esquerda), forma B (ao centro) e 
forma Z (à direita). 
22 
   
Figura 18: Representação esquemática de uma interacção do tipo intercalação no DNA
42
. 23 
   
Figura 19: Esquema de interacção por coordenação a um sulco do DNA
42
. 24 
   




Estrutura de sondas representativas que se ligam ao DNA. Os comprimentos de 




   
Figura 21: Fórmula estrutural do brometo de etídio (EB)
46
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Figura 22: Fórmula estrutural do DAPI
48
. 27 
   
Figura 23: 
Representação esquemática do desdobramento de níveis de energia na teoria do 
campo cristalino. 
32 
   
Figura 24: 
Representação das diferentes orbitais existentes em interacções metal – ligando 
(adaptada de 53). 
33 
   
Figura 25: 
Espectro de absorção de UV-Vis indicando a origem das transições electrónicas 
observadas para [Ru(bpy)2(pdt)][CF3SO3]2 em água millepore. 
34 
   
Figura 26: 
Diagrama de Jabloński com extinção de fluorescência colisional e transferência de 
energia (FRET) (adaptado de 46). 
35 
   
Figura 27: 
Perfis de velocidade de um fluido: (a) um gradiente de velocidade linear (dv/dy) é 
estabelecido entre duas superfícies uma das quais se move a uma velocidade, v, 
enquanto a outra está imóvel, (b) um gradiente de velocidade parabólico é 
formado quando o líquido flui entre as duas superfícies imóveis. 
38 
   
Figura 28: Esquema de um viscosímetro de Ostwald num banho a temperatura constante. 39 
   
Figura 29: 
a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 5, ([complexo] = 30M, a 
preto) na presença de concentrações crescentes de DNA (diferentes cores), em 
5%DMSO / 10mM Hepes pH 7,4, à temperatura ambiente, após 15 minutos de 
incubação no escuro; b) % variação vs. R = [DNA]:[Complexo] a 454nm. 
46 
   
Figura 30: 
a) Espectro de fluorescência do complexo 5, ([complexo] = 15M, a preto) na 
presença de concentrações crescentes de DNA (cores diferentes), em 5%DMSO / 
10mM Hepes pH 7,4, temperatura ambiente, exc = 371nm; b) Intensidade de 
fluorescência relativa (If/If0 (%)) vs. [DNA]/M a 466nm; c) Espectros de 
fluorescência normalizados do complexo na ausência de DNA (a preto) e na 
presença de 150M.nuc-1 de DNA (laranja). 
47 
   
Figura 31: 
a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 7, ([complexo] = 30M, a 
preto) na presença de concentrações crescentes de DNA (cores), em 10mM Hepes 
pH 7,4, à temperatura ambiente, 30 minutos de incubação no escuro; b) % 
variação vs. R = [DNA]:[Complexo] a 482nm; c) máx vs. R. 
48 
   
Figura 32: 
Viscosidade cinemática relativa (/0), sendo 0 a viscosidade da solução de 
ctDNA na ausência de complexo 7, R = [DNA]:[Complexo], titulação de 
[ctDNA]=200M.nuc-1 com concentração crescente de complexo, 10mM Hepes 





a) Espectro de absorção de UV-Vis do complexo 8, ([complexo] = 30M, a preto) 
na presença de concentrações crescentes de DNA (cores), em 10mM Hepes pH 
7,4, à temperatura ambiente, 30 minutos de incubação no escuro; b) % variação 
vs. R = [DNA]:[Complexo] a 483nm; c) máx vs. R. 
50 
   
Figura 34: 
a) Espectro de fluorescência do complexo 8, ([complexo] = 15M, a preto) na 
presença de concentrações crescentes de DNA (cores), em 10mM Hepes pH 7,4, à 
temperatura ambiente, exc = 450nm; b) Intensidade de fluorescência relativa 
(If/If0 (%)) vs. [DNA]/M a 592nm. 
50 
   
Figura 35: 
Viscosidade cinemática relativa (/0), sendo 0 a viscosidade da solução de 
ctDNA na ausência de complexo 8, R = [DNA]:[Complexo], titulação de 
[ctDNA]=200M.nuc-1 com concentração crescente de complexo, 10mM Hepes 
pH 7,4, tinc= 30 minutos (no escuro), T = (25,15 ± 0,01)ºC. 
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Figura 36: 
a) Espectro de absorção de UV-Vis do complexo 9, ([complexo] = 30M, a preto) 
na presença de concentrações crescentes de DNA (cores), em 10mM Hepes pH 
7,4, à temperatura ambiente, 30 minutos de incubação no escuro; b) % variação 
vs. R = [DNA]:[Complexo] a 480nm. 
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Figura 37: 
Viscosidade cinemática relativa (/0), sendo 0 a viscosidade da solução de 
ctDNA na ausência de complexo 9, R = [DNA]:[Complexo], titulação de 
[ctDNA]=200M.nuc-1 com concentração crescente de complexo, 10mM Hepes 
pH 7,4, tinc= 30 minutos (no escuro), T = (25,15 ± 0,01)ºC. 
53 
   
Figura 38: 
a) Espectro de absorção de UV-Vis do complexo 10, ([complexo] = 30M, a 
preto) na presença de concentrações crescentes de DNA (cores), em 10mM Hepes 
pH 7,4, à temperatura ambiente, 30 minutos de incubação no escuro; b) % 
variação vs. R = [DNA]:[Complexo] a 459nm. 
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Figura 39: 
Viscosidade cinemática relativa (/0), sendo 0 a viscosidade da solução de 
ctDNA na ausência de complexo 10, R = [DNA]:[Complexo], titulação de 
[ctDNA]=200M.nuc-1 com concentração crescente de complexo, 10mM Hepes 
pH 7,4, tinc= 30 minutos (no escuro), T = (25,15 ± 0,01)ºC. 
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Figura 40: 
a) Espectro de absorção de UV-Vis do complexo 11, ([complexo] = 30M, a 
preto) na presença de concentrações crescentes de DNA (cores), em 10mM Hepes 
pH 7,4, à temperatura ambiente, 30 minutos de incubação no escuro; b) % 
variação vs. R = [DNA]:[Complexo] a 421nm. 
56 
   
Figura 41: 
a) Espectro de fluorescência do complexo 11, ([complexo] = 15M, a preto) na 
presença de concentrações crescentes de DNA (cores), em 10mM Hepes pH 7,4, à 
temperatura ambiente, exc = 310nm; b) Intensidade de fluorescência relativa 
(If/If0 (%)) vs. [DNA]/M a 390nm; c) máx vs. [DNA, M]; d) Espectros de 
fluorescência normalizados do complexo na ausência de DNA (preto) e na 





Viscosidade cinemática relativa (/0), sendo 0 a viscosidade da solução de 
ctDNA na ausência de complexo 11, R = [DNA]:[Complexo], titulação de 
[ctDNA]=200M.nuc-1 com concentração crescente de complexo, 10mM Hepes 
pH 7,4, tinc= 30 minutos (no escuro), T = (25,15 ± 0,01)ºC. 
57 
   
Figura 43: 
a) Espectro de absorção de UV-Vis do complexo 12, ([complexo] = 30M, a 
preto) na presença de concentrações crescentes de DNA (cores), em 10mM Hepes 
pH 7,4, à temperatura ambiente, 30 minutos de incubação no escuro; b) % 
variação vs. R = [DNA]:[Complexo] a 484nm. 
58 
   
Figura 44: 
a) Espectro de absorção de UV-Vis do complexo 13, ([complexo] = 30M, a 
preto) na presença de concentrações crescentes de DNA (cores), em 5%DMSO / 
10mM Hepes pH 7,4, à temperatura ambiente, 15 minutos de incubação no escuro, 
ponto isosbéstico: /nm = 571, Abs = 0,3719; b) % variação vs. R = 
[DNA]:[Complexo] a 566nm; c)  (566nm a 572nm) vs. R. 
59 
   
Figura 45: 
Viscosidade cinemática relativa (/0), sendo 0 a viscosidade da solução de 
ctDNA; a) Titulação de [ctDNA]=50M.nuc-1 com concentração crescente de 
complexo, 5%DMSO / 10mM Hepes pH 7,4 / 0,4M NaCl, tinc= 15 minutos (no 
escuro), T = (25,15 ± 0,01)ºC, R = [DNA]:[Complexo]; b) Titulação de 
[ctDNA]=50M.nuc-1 com concentração crescente de brometo de etídio (EB), 
5%DMSO / 10mM Hepes pH 7,4 / 0,4M NaCl, tinc= 15 minutos (no escuro), T = 
(25,15 ± 0,01)ºC, R = [DNA]:[EB]. 
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Figura 46: 
Variação da absorvância do complexo 10 a 459nm em função da concentração de 
DNA: ajuste a um modelo Scatchard; equação da recta obtida: 
([DNA]/ap)/M
2
.cm = (2,56  10-9) ± (6  10-10) + (2,87 10-4 ± 3  10-6)  [DNA, 
M]; (R
2
 = 0,997; n = 10 pontos). 
61 
   
Figura 47: Espectro de absorção do ctDNA, a 2210M.nuc-1, em 10mM Hepes pH 7,4. 74 
   
Figura A.1: 
a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 1, [Complexo 1] = 74,76M em 
100% DMSO, as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução 
com o tempo até 240 minutos (4h); b) Espectros de absorção de UV-Vis do 
complexo 1, [Complexo 1] = 28,3M em 2% DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4, 
as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo 
até 240 minutos (4h). 
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Figura A.2: 
a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 2, [Complexo 2] = 56,57M em 
100% DMSO, as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução 
com o tempo até 240 minutos (4h); b) Espectros de absorção de UV-Vis do 
complexo 2, [Complexo 2] = 40,4M em 2% DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4, 
as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo 
até 240 minutos (4h). 
iv 
   
   




a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 3, [Complexo 3] = 61,60M em 
100% DMSO, as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução 
com o tempo até 240 minutos (4h); b) Espectros de absorção de UV-Vis do 
complexo 3, [Complexo 3] = 23,48M em 2% DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4, 
as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo 
até 240 minutos (4h). 
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Figura A.4: 
a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 4, [Complexo 4] = 58,65M em 
100% DMSO, as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução 
com o tempo até 240 minutos (4h); b) Espectros de absorção de UV-Vis do 
complexo 4, [Complexo 4] = 19,22M em 2% DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4, 
as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo 
até 240 minutos (4h). 
vi 
   
Figura A.5: 
a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 5, [Complexo 5] = 67,92M em 
100% DMSO, as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução 
com o tempo até 240 minutos (4h); b) Espectros de absorção de UV-Vis do 
complexo 5, [Complexo 5] = 22,4M em 2% DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4, 
as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo 
até 240 minutos (4h). 
vii 
   
Figura A.6: 
a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 6, [Complexo 6] = 71,87M em 
100% DMSO, as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução 
com o tempo até 240 minutos (4h); b) Espectros de absorção de UV-Vis do 
complexo 6, [Complexo 6] = 13,22M em 2% DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4, 
as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo 
até 240 minutos (4h). 
viii 
   
Figura A.7: 
a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 7, [Complexo 7] = 30M em 
10mM Hepes pH 7,4, as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, 
evolução com o tempo até 1440 minutos (24h); b) Espectros de absorção de UV-
Vis do complexo 7, [Complexo 7] = 30M em 5mM Tris-HCl pH 7,4, as soluções 
foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 1440 
minutos (24h). 
ix 
   
Figura A.8: 
a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 8, [Complexo 8] = 30M em 
10mM Hepes pH 7,4, as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, 
evolução com o tempo até 1440 minutos (24h); b) Espectros de absorção de UV-
Vis do complexo 8, [Complexo 8] = 30M em 5mM Tris-HCl pH 7,4, as soluções 
foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 1440 
minutos (24h). 
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a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 9, [Complexo 9] = 30M em 
10mM Hepes pH 7,4, as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, 
evolução com o tempo até 1440 minutos (24h); b) Espectros de absorção de UV-
Vis do complexo 9, [Complexo 9] = 30M em 5mM Tris-HCl pH 7,4, as soluções 
foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 1440 
minutos (24h). 
xi 
   
Figura A.10: 
a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 10, [Complexo 10] = 66,17M 
em 10mM Hepes pH 7,4, as soluções foram mantidas no escuro entre cada 
medida, evolução com o tempo até 1440 minutos (24h); b) Espectros de absorção 
de UV-Vis do complexo 10, [Complexo 10] = 66,17M em 5mM Tris-HCl pH 
7,4, as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o 
tempo até 1440 minutos (24h). 
xii 
   
Figura A.11: 
a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 11, [Complexo 11] = 60,68M 
em 10mM Hepes pH 7,4, as soluções foram mantidas no escuro entre cada 
medida, evolução com o tempo até 1440 minutos (24h); b) Espectros de absorção 
de UV-Vis do complexo 11, [Complexo 11] = 60,68M em 5mM Tris-HCl pH 
7,4, as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o 
tempo até 1440 minutos (24h). 
xiii 
   
Figura A.12: 
a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 12, [Complexo 12] = 59,96M 
em 10mM Hepes pH 7,4, as soluções foram mantidas no escuro entre cada 
medida, evolução com o tempo até 1440 minutos (24h); b) Espectros de absorção 
de UV-Vis do complexo 12, [Complexo 12] = 59,96M em 5mM Tris-HCl pH 
7,4, as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o 
tempo até 1440 minutos (24h). 
xiv 
   
Figura A.13: 
a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 13, [Complexo 13] = 69,79M 
em 100% DMSO, as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, 
evolução com o tempo até 240 minutos (4h); b) Espectros de absorção de UV-Vis 
do complexo 13, [Complexo 13] = 43,20M em 2% DMSO/ 98% Hepes 10mM 
pH 7,4, as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o 
tempo até 1440 minutos (24h); c) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 
13, [Complexo 13] = 36,6M em 2% DMSO/ 98% Tris-HCl 5mM pH 7,4, as 
soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 
240 minutos (4h). 
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Figura A.14: 
a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 14, [Complexo 14] = 30M em 
100% DMSO; b) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 14, [Complexo 
14] = 35,365M em 100% DMF; c) Espectros de absorção de UV-Vis do 
complexo 14, [Complexo 14] = 47,18M em 2% DMSO/ 98% Tris-HCl 5mM pH 
7,4; d) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 14, [Complexo 14] = 
42,81M em 2% DMSO/ 98% Tris-HCl 5mM pH 7,4/ 50mM NaCl (todas as 
soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 
240 minutos (4h)). 
xvi 




a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 15, [Complexo 15] = 70,30M 
em 100% DMSO; b) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 15, 
[Complexo 15] = 34,47M em 100% DMF; c) Espectros de absorção de UV-Vis 
do complexo 15, [Complexo 15] = 38,35M em 2% DMSO/ 98% Tris-HCl 5mM 
pH 7,4; d) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 15, [Complexo 15] = 
33,87M em 2% DMSO/ 98% Tris-HCl 5mM pH 7,4/ 50mM NaCl (todas as 
soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 
240 minutos (4h)). 
xvii 
   
Figura A.16: 
a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 16, [Complexo 16] = 30M em 
100% DMSO; b) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 16, [Complexo 
16] = 36,03M em 100% DMF; c) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 
16, [Complexo 16] = 30,20M em 2% DMSO/ 98% Tris-HCl 5mM pH 7,4 (todas 
as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo 
até 240 minutos (4h)). 
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Figura B.1: 
Variação da absorvância do complexo 5 a 454nm em função da concentração de 
DNA: ajuste a um modelo Scatchard; ([DNA]/ap)/M
2
.cm = (7,1010-9 ± 610-9) 
+ (3,3810-4 ± 310-5)  [DNA, M]; R2 = 0,975; n = 6). 
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Figura B.2: 
Variação da absorvância do complexo 7 a 482nm em função da concentração de 
DNA: ajuste a um modelo Scatchard; ([DNA]/ap)/M
2
.cm = (1,8810-8 ± 310-9) 
+ (4,8110-4 ± 110-5)  [DNA, M]; R2 = 0,989; n = 8). 
xix 
   
Figura B.3: 
Variação da absorvância do complexo 8 a 483nm em função da concentração de 
DNA: ajuste a um modelo Scatchard; ([DNA]/ap)/M
2
.cm = (3,5410-8 ± 310-9) 
+ (7,8110-4 ± 210-5)  [DNA, M]; R2 = 0,992; n = 9). 
xx 
   
Figura B.4: 
Variação da absorvância do complexo 9 a 480nm em função da concentração de 
DNA: ajuste a um modelo Scatchard; ([DNA]/ap)/M
2
.cm = (3,0110-8 ± 110-8) 
+ (9,2610-4 ± 510-5)  [DNA, M]; R2 = 0,982; n = 6). 
xx 
   
Figura B.5: 
Variação da absorvância do complexo 11 a 421nm em função da concentração de 
DNA: ajuste a um modelo Scatchard; ([DNA]/ap)/M
2
.cm = (2,7610-8 ±7 10-9) 
+ (8,2710-4 ±3 10-5)  [DNA, M]; R2 = 0,979; n = 8). 
xxi 
   
Figura B.6: 
Variação da absorvância do complexo 13 a 566nm em função da concentração de 
DNA: ajuste a um modelo Scatchard; ([DNA]/ap)/M
2
.cm = (4,2110-8 ± 510-9) 
+ (5,1710-4± 210-5)  [DNA, M]; R2 = 0,984; n = 7). 
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Figura C.1: 
Espectros de excitação a em = 450nm (azul) e espectro de emissão a exc = 371nm 
(verde), para o complexo 5 com uma concentração de 15M em 5%DMSO / 95% 
Hepes 10mM pH 7,4. 
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Figura C.2: 
Espectro de emissão do complexo 7 com uma concentração de 10M, em água 





Espectros de excitação a em = 600nm (azul) e espectro de emissão a exc = 450nm 
(verde), para o complexo 8 com uma concentração de 10M em 10mM Hepes pH 
7,4. 
xxiv 
   
Figura C.4: 
Espectros de excitação a em = 640nm (azul) e espectro de emissão a exc = 477nm 
(verde), para o complexo 9 com uma concentração de 10M em água pura 
(Millipore®). O espectro de emissão está truncado devido à gama de detecção 
possível no espectrofluorímetro (entre 250 e 650 nm). 
xxiv 
   
Figura C.5: 
Espectros de excitação a em = 450nm (azul) e espectro de emissão a exc = 346nm 
(verde), para o complexo 10 com uma concentração de 10M em água pura 
(Millipore®). 
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Figura C.6: 
Espectros de excitação a em = 380nm (azul) e espectro de emissão a exc = 310nm 
(verde), para o complexo 11 com uma concentração de 10M em água pura 
(Millipore®). 
xxv 
   
Figura C.7: 
Espectros de excitação a em = 380nm (azul) e espectro de emissão a exc = 355nm 
(verde), para o complexo 12 com uma concentração de 10M em água pura 
(Millipore®). 
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Figura D.1: 
Representação das diferentes linhas celulares de adenocarcinoma humano 







   
Figura D.2: 
Resultados de IC50/M (72h) para os diferentes co-ligandos utilizados nos 




 e para o precursor [Ru(bpy)2Cl2] na linha 
celular de adenocarcinoma humano do ovário (A2780). 
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Figura D.3: 





 e para a cisplatina (CisPt) na linha celular de adenocarcinoma 
humano do ovário (A2780). 
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Figura D.4: 





para a cisplatina (CisPt) nas linhas celulares de adenocarcinoma humano do ovário 
e da mama (A2780 e MCF7, respectivamente). 
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Figura D.5: 





e para a cisplatina (CisPt) nas linhas celulares de adenocarcinoma humano do 
ovário, da mama, do cólon e da próstata (A2780, MCF7, HT29 e PC3, 
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1.1. Compostos de iões metálicos – sua utilização como anti-tumorais 
 
O Cancro é a segunda maior causa de morte nos países desenvolvidos. Prevê-se que o 
número de mortes devido a cancro aumente 50% até 2030
1
.  
As células tumorais são células que apresentam um crescimento rápido e 
descontrolado devido a um processo de apoptose celular que não está regulado. Desta forma, 
uma estratégia comum na formulação de agentes anti-tumorais consiste em provocar de forma 
artificial a morte celular, preferencialmente induzindo a apoptose
2
. A quimioterapia é um 
tratamento que consiste na introdução de compostos químicos, quer sejam metalofármacos ou 
compostos orgânicos, por via oral, intramuscular e maioritariamente por via intravenosa, para 
causar a morte em células cancerígenas. 
Actualmente a maioria dos fármacos utilizados são compostos orgânicos, como o 
tamoxifeno que é utilizado no tratamento do cancro da mama
 3-7
. 
Uma vez na corrente sanguínea o fármaco distribui-se pelo corpo até chegar às células. 
Aí atravessa a membrana celular e distribui-se pelos diferentes componentes celulares, 
podendo alcançar o núcleo, onde a célula armazena a sua informação genética. O núcleo, mais 
concretamente o DNA da célula, é um alvo biológico clássico para metalofármacos, sendo 
este apenas um dos possíveis locais de acção. Um dos principais problemas da quimioterapia 
estabelecida é a falta de selectividade dos agentes de tratamento, com a não diferenciação 
entre células saudáveis e células tumorais. Assim, ao inibir o processo de divisão em células 
tumorais, o mesmo acontece nas células saudáveis, originando efeitos secundários severos 
que limitam a aplicabilidade do tratamento
8
. Deste modo, cada vez mais são procuradas 
estratégias no desenvolvimento de fármacos que sejam mais selectivos para células tumorais 
sem perda de eficácia. 
Compostos baseados em iões metálicos aumentam as possibilidades de interacção com 
alvos biológicos. Os iões metálicos possuem vários números de coordenação e várias 
geometrias associadas, permitindo distribuir os ligandos espacialmente para melhor atingir o 
alvo pretendido
9
. Outras características importantes são os estados de oxidação do metal, e a 
possibilidade de vários estados redox acessíveis biologicamente. 
Com a descoberta das propriedades anti-tumorais da cisplatina (Figura 1) nos anos 60 
por Rosenberg, o potencial de fármacos baseados em iões metálicos (metalofármacos) e a sua 
aplicabilidade como agentes anti-cancerígenos foi reconhecido. O mecanismo de acção da 





cisplatina no interior da célula é bem conhecido. Sabe-se que depois de hidrolisado, o centro 
metálico de Pt(II) interage directamente com o DNA formando aductos, originando ligações 
intra e intercadeias que induzem alterações estruturais. No entanto, a cisplatina, apresenta 
diversos efeitos secundários severos, nos quais se incluem, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade 
e neurotoxicidade, além de uma resistência intrínseca ou adquirida, de alguns tipos de 
tumores ao tratamento limitando a sua aplicação
5
. Estes factores desencadearam um enorme 
interesse no sentido de direccionar o desenvolvimento de novos compostos, designados de 
2ªgeração, que fossem menos tóxicos e/ou mais (ou igualmente) activos em casos onde existia 
resistência do tumor ao tratamento com cisplatina, fosse ela primária ou adquirida
10
. 
Dos diversos fármacos de 2ª geração, apenas alguns foram sujeitos a testes clínicos. 
Até à data, só dois foram aprovados para uso clínico a nível mundial: a carboplatina em 1989 
e a oxaliplatina em 2003 (Figura 2). Estes compostos diferem da cisplatina, na sua 
estabilidade à hidrólise, que é aumentada pela presença de ligandos bidentados. Em conjunto 
com a cisplatina, a sua expressão como anti-tumorais a nível mundial é bastante significativa, 
participando em mais de 50% dos regimes quimioterapêuticos. Administrados em conjunto 
com outros agentes apresentam bons resultados no tratamento do cancro testicular, dos 





Figura 1 – Fórmula estrutural da cisplatina. 
 
 
Figura 2 – Fórmula de estrutura da carboplatina (à esquerda) e da oxaliplatina (à direita). 
 
 Apesar da menor toxicidade da oxaliplatina em relação à cisplatina, o problema da 
resistência ao tratamento continua a fomentar o desenvolvimento de novas estratégias, quer 
no design de novos compostos de platina, quer em sistemas de entrega de compostos às 
células tumorais. Em simultâneo, surgem estudos cada vez mais promissores de compostos 
com diferentes centros metálicos. 





 Testes pré-clínicos e clínicos demonstraram a possibilidade e as vantagens de 
utilização de compostos de coordenação cujo modo de acção seja diferente do de complexos 
de platina. Compostos com ferro, cobalto ou ouro têm apresentado resultados promissores, 
assim como complexos de titânio, ruténio ou gálio
11
. No que se refere ao ruténio, encontram-
se em ensaios clínicos dois complexos de Ru(III), o [ImH][trans-RuCl4(DMSO)Im] (NAMI-
A) e o [Hind][trans-RuCl4(Ind)2] (KP1019)
11
. Nos pontos seguintes deste capítulo, serão 
abordados mais em pormenor alguns tipos de compostos de ruténio e de ferro, importantes 
para a compreensão deste trabalho. 
 
1.2. Compostos de ruténio 
 
Os compostos de ruténio são especialmente promissores como agentes anti-
cancerígenos, devido não só à baixa toxicidade demonstrada in vitro, mas também à elevada 
tolerância observada in vivo. A menor toxicidade destes compostos pode ser explicada pela 
capacidade do ruténio mimetizar o ião ferro na sua ligação a biomoléculas como a 
transferrina, fazendo uso dessa interacção para entrar na célula via receptor da transferrina. 
Os compostos de ruténio são importantes devido às semelhanças que têm com os 
compostos de platina, possuindo uma cinética de permuta de ligandos semelhante. Até se 
alcançar o alvo pretendido, são raras as excepções onde o composto inicialmente administrado 
não sofre alterações, pelo que é importante inferir a respeito da cinética de troca de ligandos 
nos complexos. O ruténio apresenta ainda vários estados de oxidação acessíveis in vivo, II, III 
e IV. A relevância desta propriedade está relacionada com o facto da actividade anti-tumoral 
de complexos de iões metálicos poder estar dependente do seu estado de oxidação. Além 
disso, no que respeita às geometrias de coordenação, a Pt(II) possui geometria quadrangular 





(areno)) ou octaédricos (Ru(II) e Ru(III)). A propriedade 
de não ser necessário alterar a geometria no par Ru(II)/ Ru(III) pode ser determinante no seu 
mecanismo de acção (“activação por redução”). O “mecanismo de activação por redução” 
proposto por Clarke et al.
12 
para complexos octaédricos de Ru(III), sugere que os complexos 
de Ru(III) mantêm o seu estado de oxidação até alcançarem o tumor, onde um baixo nível de 
oxigénio característico e o subsequente ambiente redutor, permite a redução a Ru(II), o que 
origina compostos mais activos. 





No caso dos complexos de ruténio, em que a estrutura é octaédrica e, portanto, 
diferente da estrutura quadrangular planar da cisplatina, é provável que o mecanismo de acção 
também seja diferente. Os possíveis mecanismos de acção de compostos de ruténio ainda se 
encontram em estudo. A actividade anti-tumoral do ruténio poderá envolver uma interacção 
directa com o DNA. O tipo de interacções com o DNA é distinto no caso da platina e do 
ruténio. Outra diferença importante é o facto de estar cada vez mais fundamentado na 
bibliografia o facto de o alvo biológico dos compostos de Ru não ser o DNA, mas sim 
proteínas (ou enzimas)
7
. Os casos de maior sucesso entre os compostos de Ru(III) são o 
[ImH][trans-RuCl4(DMSO)Im] (NAMI-A) e o [Hind][trans-RuCl4(Ind)2] (KP1019) (Figura 
3), tendo ambos finalizado a fase I dos testes clínicos. 
 
Figura 3 – Fórmula de estrutura do [Hind][trans-RuCl4(Ind)2] (KP1019, à esquerda) e do [ImH][trans-




 O KP1019 mostrou-se eficaz in vitro, e apresentou bons resultados na fase I dos testes 
clínicos. O mecanismo de acção proposto para o KP1019 implica o seu transporte pela 
transferrina, bem como indução de apoptose via processos mitocondriais. Existe também a 




Figura 4 – Representação esquemática do mecanismo de acção do [Hind][trans-RuCl4(Ind)2] (KP1019)
13
.  





A principal causa de morte associada ao cancro deve-se ao desenvolvimento de 
metástases, uma vez que a remoção cirúrgica dos tumores primários é hoje em dia um 
processo cada vez mais eficaz. São muito poucos os compostos quer orgânicos, inorgânicos 
ou organometálicos, activos contra o desenvolvimento e crescimento de tumores 
metastizados, pelo que fármacos activos contra metástases têm, então, elevada importância
6
. 
O NAMI-A, um composto de ruténio(III) revelou-se bastante eficiente na inibição do 
desenvolvimento de metástases. O seu efeito anti-metastático será devido a um efeito 
combinado das suas propriedades como inibidor da angiogénese e de metaloproteinases de 
matriz, mas também pode ser devido à alteração das propriedades de adesão das membranas 
celulares
14
. No entanto, falhou os testes de actividade anti-neoplásica a que normalmente são 




1.2.1. Compostos de Ruténio(II) com ligandos areno 
 
 Um dos problemas principais associados a complexos de coordenação de ruténio em 
termos de progressão nos testes clínicos é a sua instabilidade e o complicado mecanismo de 
troca de ligandos em complexos de Ru(III) com ligandos monodentados
15
. Desta forma, o 
aumento da estabilidade em complexos organometálicos de ruténio daria origem a melhores 
candidatos a agentes anti-cancerígenos
15
. Há alguns anos, Dale e colaboradores avaliaram as 
capacidades citotóxicas do complexo [Ru(6-C6H6)(metronidazolo)Cl2] (Figura 5), tendo este 
mostrado ter uma actividade selectiva para tecidos em hipoxia. Nos últimos anos vários 





Figura 5 – Fórmula de estrutura do [Ru(6-C6H6)(metronidazolo)Cl2]. 
 
  





 Sadler e colaboradores
15
 estudaram complexos de ruténio(II)-areno com o ligando 
etilenodiamina, [Ru(6-C6H6)(en)Cl]
+
 (en = etilenodiamina). Estes complexos são estáveis, 
bastante solúveis em água e exibem actividade antitumoral quer in vitro quer in vivo, 
incluindo em tumores resistentes à cisplatina. Parece haver indícios de uma correlação directa 
entre a citotoxicidade e o tamanho do areno, por sua vez relacionado com interacções 
hidrofóbicas entre o complexo e o DNA. A combinação dos resultados obtidos in vitro e in 
vivo sugere que estes complexos são tanto mais activos quanto mais hidrofóbico for o 6-
areno
15
. Também foi descrito que ligandos de areno mais volumosos melhoram a 
citotoxicidade global do complexo
8
. 
 Uma família de complexos de ruténio com ligandos areno que já se encontra bastante 
estudada é a classe dos complexos RAPTA, compostos 




 O [(6-cimeno)RuII(PTA)Cl2], RAPTA-C (Figura 6), tem 
tido um papel central na avaliação biológica e é o composto de 




 A descoberta de aplicações quimioterapêuticas “não-clássicas” para os complexos de 
ruténio, permitiu estudar as interacções dos metalofármacos ao nível das proteínas, sendo 
também detectadas interacções específicas de ligação a proteínas que podem vir a ser a base 














Figura 6 – Fórmula estrutural 
do [(-cimeno)RuII(PTA)Cl2] 
RAPTA-C. 





1.2.2. Compostos de Ruténio(II) com ligandos ciclopentadienilo 
 
 As cinases proteicas regulam muitos aspectos da vida celular e são um dos alvos 
principais dos metalofármacos para a terapia do cancro. Estas 
cinases são enzimas que transferem grupos fosfato de 
moléculas doadoras de elevada energia (por exemplo, ATP) 
para moléculas alvo específicas. A staurosporina (Figura 7) é 
um inibidor muito potente, destas enzimas sendo, no entanto, 
relativamente não específico para muitas cinases proteicas. 
Têm sido desenvolvidos muitos derivados de staurosporina e 
compostos orgânicos relacionados, e alguns estão em testes 
clínicos como agentes anti-cancerígenos
21
. 
 Neste campo e, com vista a desenvolver compostos com 
uma actividade biológica superior, Meggers e os seus colaboradores sintetizaram um 
complexo organometálico de ruténio que mimetiza a forma da staurosporina
8, 22-28
. A 
estratégia explora a relativa facilidade de sintetizar moléculas de ruténio com uma 
conformação espacial específica para mimetizar aspectos de um inibidor que não são 
facilmente acessíveis usando compostos puramente orgânicos
8
. Os autores demonstraram 
ainda a ligação do composto de ruténio à cinase proteica Pim-1, e descreveram a co-
cristalização da proteína com os complexos de ruténio
8, 22-28
. Este composto (Figura 8) 
mostrou ser, pelo menos, duas vezes mais eficiente na ligação à 
Pim-1 do que staurosporina
26
. Provou-se também que o uso de 
toda a esfera de coordenação do ruténio é de grande importância 
para a concepção de inibidores enzimáticos
26
, o que forneceu a 
base para o desenvolvimento de outros inibidores enzimáticos, 
originando novos tipos de agentes organometálicos com alvos 
biológicos específicos
8
. Desta forma, surgiu recentemente uma 









Figura 7 – Fórmula de estrutura da 
Staurosporina. 
Figura 8 – Estrutura de um 









 A Figura 9 mostra o complexo de ruténio a interactuar com o local de ligação do ATP. 
 
 
Figura 9 – Interacção do complexo de ruténio com o local de ligação ao ATP, na cinase Pim-128. 
 
 O centro metálico não está envolvido em quaisquer interacções directas com o local 
activo da Pim-1. Pelo contrário, é o metal que controla a orientação dos ligandos orgânicos no 
espaço do receptor, conduzindo a estruturas tridimensionais que possuem formas 





Figura 10 – Complexo de ruténio no local de ligação Pim-1 demonstrando a correspondência de forma26. 
 
 Este tipo de complexos continua a ser estudado, estando descritos compostos que 





 Numa abordagem diferente, em 2003 Wee Han Ang et al.
8
, referiam compostos de 
Ru(II) em meia-sanduiche (ou de estrutura em banco de piano) com actividade anti-tumoral, 
em concreto [Ru(Cp)PTA], com menor actividade para linhas celulares humanas de 





adenocarcinoma do ovário e do cólon (A2780 e HT29, respectivamente) que [Ru(Cp*)PTA], 
bem como compostos de [Ru(Cp*)R(areno)] ou [Ru(Cp*)R(Cp)]. (Cp = 5-ciclopentadienilo; 
Cp* = 5-pentametilciclopentadienilo) 
 Mais recentemente foram desenvolvidos no grupo de Química Organometálica 
(CCMM/FCUL) compostos organometálicos com o fragmento „Ru(Cp)‟ que apresentaram 
uma actividade anti-proliferativa excelente, na ordem de grandeza do nanomolar, contra a 
leucemia, o adenocarcinoma humano do cólon e do pâncreas (linhas celulares HL-60, LoVo e 





. Duas famílias de compostos de „Ru(Cp)‟ foram desenvolvidas pelo 










 (L1, L2 = ligandos 
mono- e bidentados, respectivamente) (Figura 11), sendo que a primeira não é tão citotóxica 
como a cisplatina para a linha celular HL-60, enquanto a segunda família apresenta valores de 
IC50 muito baixos e inferiores aos valores de IC50 obtidos para a cisplatina.  
 
Figura 11 – Família de compostos sintetizados no grupo de trabalho. 
 
 Nesta segunda família observou-se que ligandos do tipo N-heterociclo bidentados 
originam complexos mais activos e com maior resistência à hidrólise
30-31
. Ensaios 
preliminares in vitro, nomeadamente de microscopia de força atómica, indicaram que o DNA 
apresentava alterações estruturais na presença dos complexos, sugerindo que poderia ser um 
alvo para a sua acção biológica. 
 
1.2.3. Compostos de Ruténio(II) com ligandos polipiridilo 
 
Um outro grupo de compostos de ruténio com actividade anti-tumoral reconhecida é 
constituído pelos complexos de Ru(II) com ligandos polipiridilo. Alguns destes compostos 
existem como moléculas quirais capazes de um reconhecimento enantiosselectivo do DNA. 
As propriedades que os compostos de ruténio com polipiridilos apresentam têm sido 





intensamente investigadas, pois estes também podem ser usados como sondas fluorescentes 
úteis na visualização de alterações na estrutura do DNA
32
. Foram também sintetizados 
análogos destes complexos de ruténio contendo – para além dos ligandos polipiridilos – 
ligandos aquo ou cloro, tendo-se verificado que se ligam covalentemente ao DNA em meio 
aquoso. Os ligandos aquo ou cloro destes complexos representam grupos rejeitados em 
contraste com os piridilos, cineticamente mais estáveis.  
 A citotoxicidade dos complexos [Ru(II)Cl(bpy)(tpy)]Cl], cis-
[Ru(II)(bpy)2Cl2] e mer-[Ru(II)Cl3(tpy)] (Figura 12) (bpy = 2,2‟-
bipiridilo, tpy = 2,2‟:6‟,2‟‟-terpiridina) foi demonstrada em linhas de 
células de tumores humanos (células HeLa do carcinoma cerebral 
humano) e murinos (células murinas nativas de leucemia L1210)
33
. O 
mer-[Ru(II)Cl3(tpy)] exibe uma citotoxicidade consideravelmente 
superior à dos outros complexos. Por outro lado, o mer-[Ru(II)Cl3(tpy)] 
exibe uma coordenação por formação de aductos intracadeia com o 
DNA, em contraste com os complexos menos activos. Assim, esta classe de compostos pode 
potencialmente actuar através de um mecanismo que envolva a formação de aductos 




1.3. Compostos de ferro 
 




 foram os 
primeiros compostos de ferro a apresentar actividade anti-tumoral
11
. O ferroceno não 
apresenta actividade anti-tumoral e não é solúvel em água. No entanto, quando o ligando Cp 
apresenta substituintes, o ião Fe pode interconverter-se (no interior da célula), do estado de 
oxidação II, para o estado de oxidação III, originando um complexo catiónico activo. Foi 
comprovado que a actividade citotóxica dos iões de ferrocínio não se baseia na ligação directa 
ao DNA, mas sim na sua facilidade de formar espécies reactivas de oxigénio que levam a 




Uma das possíveis estratégias para combater os problemas de resistência associados 
aos compostos de platina é usar o metal como scaffold, como base ou suporte na construção 
de novas drogas, nas quais o ligando orgânico seja um composto com comprovada actividade 
biológica e anti-tumoral
4
. Um exemplo desta técnica foi desenvolvido por Jaouen
4
, onde 
Figura 12 – Fórmula de 
estrutura do mer-
[Ru(II)Cl3(tpy)] 





fragmentos organometálicos foram aliados a um receptor modulador selectivo de estrogéneo 
(SERM) usado no tratamento de tumores dependentes de hormonas, como o cancro da mama. 
O SERM mais comum no tratamento do cancro da mama é o tamoxifeno (Figura 13). No 
entanto, um terço destes tumores não responde ao tamoxifeno e outro terço adquire 
resistência. 
 
Figura 13 – Fórmula estrutural do tamoxifeno. 
 
Seguindo a estratégia delineada, o tamoxifeno foi acoplado à platina, sendo o 
complexo resultante ligeiramente citotóxico. Também o ião ferrocínio em conjunção com o 
tamoxifeno, adiciona algumas funções importantes a este último, como melhorar o uptake 




1.4. Enquadramento do presente trabalho 
 
É de importância crucial no desenvolvimento de novos fármacos identificar os alvos 
da sua acção biológica. A não-identificação das moléculas-alvo e o facto de não se conseguir 
estabelecer o modo de acção para o composto em análise compromete seriamente o seu 
desenvolvimento como metalofármaco. Uma abordagem é identificar e quantificar interacções 
com biomoléculas relevantes. 
As famílias de compostos com os fragmentos RuCp e FeCp encontram-se pouco 
estudadas no campo dos metalofármacos anti-tumorais e ainda não se conhecem bem os 
possíveis alvos de acção biológica. Compostos do tipo Ru(polipy) e Fe(polipy), para os quais 
se espera uma forte interacção entre os seus ligandos planares heterocíclicos de azoto e o 
DNA, são desenvolvidos com vista a que o DNA seja o seu alvo in vivo. 
Os complexos seleccionados para o presente trabalho foram sintetizados previamente e 
para todos, havia já estudos preliminares que indicavam algum potencial como agentes anti-
cancerígenos. Optou-se por organizar os complexos em estudo, num total de 16 compostos 
em 3 grupos diferentes: 
 





Grupo 1 – Complexos de [RuII(Cp)]+: Complexos 1 – 6 
 
 Estes complexos, de fórmula geral [Ru
II
(Cp)PnL][PF6], onde Pn é a 1,2-
Difenilfosfinoetano (Dppe) bidentada ou 2 ligandos trifenilfosfano (PPh3) monodentados e L 
é um co-ligando (9CN-Antr; 2CN-Naph; 3-cq ou 2-cq) (Tabela 1), foram sintetizados por Ana 
Margarida Ganhão e Milan Chhaganlal no decorrer dos seus respectivos trabalhos de 
síntese
37
, no Laboratório de Química Organometálica da Faculdade de Ciências da 
Universidade de Lisboa. 
 
Tabela 1 – Fórmulas estruturais dos complexos do Grupo 1. 
























 Estes complexos, de carga +1, apresentam no centro metálico de Ru, uma estrutura em 
“banco de piano”, onde o ligando Cp será o topo do banco e o Ru(II) ocupa o vértice das três 
pernas do banco, por sua vez constituídos pelos restantes co-ligandos. Para os complexos 1 a 
4, estes são co-ligandos monodentados. Nos complexos 5 e 6 um destes ligandos é bidentado. 
No que respeita aos complexos 1 e 2, resultados de microscopia de força atómica da 
interacção com o DNA do plasmídeo pBR322 indicavam uma interacção forte com a estrutura 
do DNA, em especial para o complexo 2, onde se observava a quebra das cadeias do DNA
37
. 
Existia, assim, motivação para detalhar um pouco mais essa interacção para toda a família de 
complexos do tipo [Ru
II
(Cp)PnL][PF6], compreender o mecanismo e, se possível, quantificar 
esta interacção (através do cálculo de uma constante de ligação), com o objectivo global de 
estabelecer se o DNA poderia ser um alvo biológico importante. 
 
Grupo 2 – Complexos de RuII(bpy)2: Complexos 7 – 12 
 






bipiridina, L=ligando heterocíclico bidentado com doadores (N,N) ou (N,S)) são resumidos na 
Tabela 2. Estes complexos foram sintetizados pelo colega Oscar Rojas no decorrer do seu 
trabalho de síntese para o seu projecto de Erasmus 2010-2011, no Laboratório de Química 
Organometálica da Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa. Este grupo de 
complexos de Ru(II) apresenta uma estrutura octaédrica, bastante diferente da estrutura dos 
complexos do grupo 1. 
 A citotoxicidade destes complexos foi avaliada em linhas celulares tumorais humanas 
do ovário, da mama, do cólon e da próstata (linhas de células A2780, MCF7, HT29 e PC3, 
respectivamente)
38
. Os resultados indicavam que a actividade destes compostos variava 
consoante a linha celular, observando-se que o complexo 12 era muito activo para uma linha 
celular resistente ao tratamento com cisplatina
38
. Os resultados mostravam ainda que a 
actividade dos complexos em estudo é modelada pelo co-ligando L, observando-se uma maior 














Tabela 2 – Fórmulas estruturais dos complexos do Grupo 2. 






















 No caso dos complexos deste grupo, o estudo da sua interacção com o DNA constitui 
o primeiro passo no sentido de estabelecer possíveis alvos biológicos e compreender o seu 










Grupo 3 – Complexos de ferro com derivados de terpiridina: Complexos 13 – 16 
 
 Neste grupo estudaram-se quatro complexos de Fe(II) com ligandos do tipo 
polipiridilo, nomeadamente derivados de terpiridina com ou sem bpy na esfera de 
coordenação (Tabela 3). 
 
Tabela 3 – Fórmulas estruturais dos complexos do Grupo 3. 













Estes compostos de ferro derivados de terpiridina, com potenciais aplicações em 
óptica não linear (NLO), foram sintetizados por Cristina Jacob
39
 e cedidos no âmbito da 
colaboração com a Professora Paula Robalo (ISEL). 
 
Pretendia-se assim com este trabalho, estabelecer se o DNA poderia ou não ser um 
alvo biológico para os compostos em estudo, bem como compreender como essa interacção 
teria lugar (mecanismo) e, sempre que possível, quantificá-la através do cálculo de uma 
constante de ligação para a formação de aductos complexo  DNA. 





Este trabalho desenvolveu-se em duas partes distintas e sequenciais. Numa primeira 
fase foi necessário estabelecer a metodologia experimental a adoptar para obter resultados 
reprodutíveis, para o que uma estabilidade adequada dos compostos nos solventes ou meios 
aquosos é fundamental. Este requisito conduziu à selecção dos compostos para os quais seria 
possível estudar a interacção com o DNA por distintas técnicas: espectroscopia de absorção 
de UV-Vis, de fluorescência e medições hidrodinâmicas (viscosidade cinemática). 
No que se refere à organização desta dissertação, o Capítulo 2 é uma introdução 
centrada em aspectos fundamentais sobre o DNA e os seus possíveis mecanismos de 
interacção. O Capítulo 3 refere-se às diferentes técnicas experimentais utilizadas, com 
especial ênfase em pontos importantes para a compreensão da metodologia adoptada. No 
Capítulo 4 apresentam-se e discutem-se os resultados obtidos, sendo que nos anexos se 
incluíram, para facilidade de leitura e maior clareza, os espectros obtidos nos estudos de 
estabilidade realizados para todos os complexos estudados. Os Capítulos 5 e 6 referem-se 
respectivamente, às Conclusões e Perspectivas e ao Procedimento experimental realizado 
durante a elaboração desta tese de mestrado. Os Capítulos 7 e 8 referem-se às referências 
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2. Actividade biológica in vitro – O DNA como molécula-alvo 
2.1. Mecanismos de interacção com o DNA 
 
O DNA é um polímero cujos monómeros são os nucleótidos. O esqueleto do DNA 
consiste em unidades de açúcar (2-desoxirribose) ligadas entre si por grupos de fosfato que 
formam ligações fosfodiéster. A cada molécula de açúcar (ribose (RNA) e desoxirribose 
(DNA), Figura 14), está ligada por sua vez uma das 4 bases azotadas, a timina, a citosina 
(purinas), a adenina e a guanina (pirimidinas) (Figura 15), constituindo um nucleósido. 
 
 
Figura 14 – Fórmula de estrutura da ribose (à esquerda) e desoxirribose (à direita)40. 
 
 
Figura 15 – Fórmula de estrutura de bases azotadas presentes na constituição do DNA40. 
 
As ligações fosfodiéster entre os açúcares são feitas assimetricamente, tendo assim a 
cadeia de DNA duas terminações possíveis, chamadas 5‟ e 3‟, sendo que o DNA é constituído 
por duas cadeias num formato anti-paralelo, onde as bases azotadas interagem por pontes de 
hidrogénio (Figura 16). A dupla cadeia organiza-se tridimensionalmente em dupla hélice. 
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Figura 16 – Representação esquemática da dupla cadeia de DNA, estabilizada por ligações de hidrogénio entre as 
bases azotadas. Estão evidenciadas todas as unidades que constituem um nucleótido (grupo fosfato, desoxirribose, 
bases azotadas: purina ou pririmidina). 
 
A dupla hélice característica do DNA, é uma espiral dextra onde as cadeias giram em 
torno uma da outra. Existem 3 formas de DNA distintas que ocorrem naturalmente, a forma A, 
a forma B e a forma Z (Figura 17), a forma B é a que ocorre normalmente no interior das 
células. 
 
Figura 17 – Arranjos tridimensionais do DNA: forma A (à esquerda), forma B (ao centro) e forma Z (à direita). 
 
 Neste trabalho, utilizou-se DNA de forma B, em concreto calf thymus DNA 
extremamente polimerizado, predominantemente de cadeia dupla. O ctDNA possui 41,9 mole 
% G-C e 58,1 mole % A-T. 
A interacção de complexos de iões metálicos com as cadeias do DNA pode ocorrer de 
vários modos: 
a) Por interacção com a estrutura exterior do DNA, neste caso a interacção é muito 
dependente da carga, do tamanho da molécula e de outras propriedades electrostáticas. 
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b) Ligação covalente: os iões metálicos podem ligar-se covalentemente aos grupos 
fosfatos da cadeia de DNA; Uma das consequências da associação de catiões à estrutura da 
DNA, é a condensação de agregados de estruturas de DNA.  
c) Por coordenação aos sulcos de DNA, onde as interacções são feitas por ligações de 
Van der Waals e pontes de hidrogénio; A coordenação aos sulcos tanto pode não afectar a 
estrutura do DNA, como pode provocar grandes distorções nos sulcos. 
d) Por intercalação: este processo acontece quando uma molécula, de tamanho e 
natureza química apropriados, se insere entre pares de bases de DNA; Quando a intercalação 
acontece o DNA desenrola e alonga. As diferentes alterações na estrutura do DNA impedem a 






A intercalação (Figura 18) é o tipo de interacção não covalente mais forte e, ocorre 
quando os ligandos possuem tamanho e natureza química apropriados para encaixar entre os 
pares de bases do DNA. Estes ligandos são normalmente policíclicos, aromáticos e planares. 
Há alguns anos que são utilizados no tratamento anti-tumoral fármacos que intercalam para 
inibir a replicação do DNA nas células tumorais. Para acomodar uma molécula intercaladora, 
a cadeia de DNA alonga e desenrola-se ligeiramente, o que pode levar a uma grande 
deformação na hélice modificando a estrutura e funcionalidade da molécula. Esta modificação 
na estrutura do DNA pela coordenação de um intercalador torna o DNA inactivo, 
impossibilitando a síntese do RNA e a replicação do DNA, conduzindo à morte celular. Por 
este motivo a intercalação tem um interesse elevado devido à sua relevância quer na causa 
quer na inibição do cancro. 
 
Figura 18 – Representação esquemática de uma interacção do tipo intercalação no DNA42. 
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Pensa-se que existem dois factores estruturais envolvidos nos efeitos biológicos 
esperados para os fármacos intercaladores. Um é a geometria do complexo intercalador, 
permitindo uma orientação dos fármacos propícia a interacções com proteínas como as DNA 
topoisomerases, polimerases ou factores transcripcionais. Estudos cristalográficos e de RMN, 
juntamente com experiências de baixa resolução e análises moleculares, vieram mostrar que 
os intercaladores podem adoptar uma variedade de orientações nos complexos de DNA, os 
quais por sua vez podem estar ligados a uma variedade de efeitos biológicos que têm sido 
observados pela acção de diferentes fármacos. O outro factor é a alteração conformacional do 





2.1.2. Coordenação aos sulcos de DNA 
 
Existem fármacos que se coordenam ao sulco menor do DNA (Figura 19) mais 
facilmente do que se intercalam na molécula. Mais uma vez, este modo de interacção é uma 
forma de ligação não covalente que tem o efeito de inibir o DNA e de prevenir a sua 
replicação. A molécula típica que se coordena deste modo é uma molécula que apresenta uma 
estrutura passível de estabelecer com o polímero uma mistura de ligações de hidrogénio e 
interacções de van der Waals. Este tipo de coordenação tipicamente não distorce a estrutura 
do DNA do mesmo modo que a intercalação embora afaste ligeiramente os resíduos A-T no 
local de coordenação. As interacções com os sulcos do DNA podem provocar efeitos 
estruturais de extensão variável que vão desde perturbações insignificantes da conformação 




Figura 19 – Esquema de interacção por coordenação a um sulco do DNA42. 
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2.1.3. Ligação covalente ao DNA 
 
Muitos agentes anti-tumorais, incluindo fármacos usados normalmente no tratamento 
de vários tumores, necessitam estabelecer ligações covalentes com o DNA para exercer os 
seus efeitos citotóxicos
45
. Este é o caso dos complexos de platina (cisplatina e oxaliplatina), 
das mostardas de azoto, das nitrosoureias e dos agentes de ligação cruzada. Os fármacos que 
se ligam covalentemente ao DNA formam ligações cruzadas entre diferentes secções do 
DNA
45
. O primeiro mecanismo resulta numa mistura no emparelhamento das bases aquando 
da replicação do DNA, sendo o DNA então fragmentado pelos enzimas que o tentam reparar. 
No segundo mecanismo dá-se a coordenação às duas cadeias da hélice do DNA, impedindo a 
separação durante o processo de replicação das células cancerígenas. 
 
2.2. Estudos de interacção com o DNA por fotoluminescência 
2.2.1. Sondas fluorescentes que interagem com o DNA 
 
 Embora tenha sido observada uma emissão intrínseca muito fraca no DNA não 
marcado, esta emissão é demasiado fraca e ocorre a valores de comprimento de onda muito 
baixos para que possa ser utilizada em aplicações práticas. No entanto, existem numerosas 
sondas que se ligam espontaneamente ao DNA e que apresentam emissão reforçada. Na 
Figura 20, são apresentadas alguns 
exemplos de sondas do DNA. Uma 
das mais utilizadas é o brometo de 
etídio (EB). O EB é pouco 
fluorescente em água, e a sua 
intensidade de fluorescência 
aumenta cerca de 30 vezes quando 
ligado ao DNA. O tempo de vida do 
EB é cerca de 1,7ns em água, e 
aumenta para cerca de 20ns quando 
ligado ao dsDNA. A forma de 
ligação parece ser devido a 
intercalação do anel aromático 
planar entre os pares de bases da 
Figura 20 – Estrutura de sondas representativas que se ligam ao 
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dupla cadeia de DNA. Outras sondas do DNA como a acridina laranja também se ligam por 
intercalação. Outros tipos de sondas ligam-se aos sulcos menores do DNA, como o DAPI e 
Hoechst 33342. A fluorescência do DAPI parece ser melhorada em regiões ricas em A-T do 
DNA, pelo que esta sonda parece ter preferência por sulcos A-T. Enquanto o Hoechst 33358 
se liga com alguma especificidade a certas sequências de par de bases, 
d(CGCGAATTCGCG)2. Recentemente têm sido desenvolvidas e melhoradas sondas que se 




 Neste trabalho foram utilizadas duas sondas fluorescentes, o brometo de etídio (EB) e 
o 4',6-diamidino-2-fenilindole (DAPI). 
 
2.2.1.1. Brometo de Etídio (EB) 
 
O brometo de etídio (Figura 21) é um fluoróforo aromático planar que se intercala 
espontaneamente entre pares de bases do DNA. Apresenta reduzida preferência para pares de 
bases específicos, com moderada afinidade de ligação dependendo da força iónica (KEB = 10
4
 
– 106M-1). Devido à intercalação do EB desenrolar os pares de bases do DNA perto do local 
de intercalação cerca de 26º, fornece informação sobre a flexibilidade conformacional do 
DNA. O EB é uma muito conveniente sonda espectroscópica de fluorescência de 
conformação de DNA e é vastamente utilizado para estudar as propriedades de ligação de 
outras espécies para o DNA através de estudos de competição. Além disso, tem sido utilizado 
como sonda para determinar a estrutura do DNA na cromatina. Utilizando o EB como sonda 
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2.2.1.2. 4',6-diamidino-2-fenilindole (DAPI) 
 
Um melhor conhecimento sobre como proteínas e algumas moléculas orgânicas 
pequenas se ligam especificamente ao DNA é importante para compreender vários processos 
biológicos que envolvem o reconhecimento específico da estrutura do DNA. Devido ao seu 
tamanho reduzido quando comparado com proteínas, ligandos pequenos que se ligam ao sulco 




O antibiótico sintético 4‟,6 - diamidino - 2 - fenilindole (DAPI, Figura 22) é um 
exemplo de um ligando pequeno que se liga aos sulcos menores, com preferência pelas 
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3. Avaliação da interacção com o DNA – técnicas utilizadas 
 
Existem diversas técnicas que são utilizadas com frequência para avaliar 
experimentalmente a interacção de compostos de iões metálicos com biomoléculas, como 
sejam a espectroscopia de absorção UV-VIS, a espectroscopia de fluorescência, a viscosidade, 
o dicroismo circular, a voltametria cíclica, a electroforese em gel de agarose, entre muitas 
outras. Neste trabalho o estudo destas interacções foi abordado por espectroscopia de 
absorção UV-VIS, espectroscopia de fluorescência e por medidas de viscosidade. 
 
3.1. Espectroscopia de absorção de UV-Visível 
 
A absorção de radiação electromagnética é uma propriedade universal da matéria. 
Todos os átomos e moléculas possuem uma variedade de estados electrónicos. É uma 
condição necessária para a absorção de luz de comprimento de onda () que a energia dos 
seus fotões (E = hc/, onde h é a constante de Planck e c é a velocidade da luz no vácuo) 
corresponda exactamente à diferença entre a energia de dois estados (geralmente um estado 
excitado e o fundamental). Em fase condensada, os espectros de absorção (variação da 
intensidade de absorvida com o comprimento de onda ou energia da radiação) apresentam-se 
sob a forma de bandas, em que poderá ser observada alguma estrutura vibracional (resultante 




A relação quantitativa entre a intensidade da luz absorvida e a concentração é dada 
pela lei de Lambert-Beer, log(I0/I) = cl, onde I0 e I são as intensidades de luz incidente e 
transmitida (respectivamente) numa amostra, c (M = mol/dm
3
) é a concentração da substância 
absorvente, l (cm) é o percurso óptico e  é o coeficiente de absorção molar (M-1cm-1), 
característico de cada espécie num determinado meio, para cada comprimento de onda
51-52
. 
Em compostos orgânicos, as transições electrónicas mais comuns são *, * e 
n*, assim designadas atendendo às orbitais moleculares envolvidas na transição (orbitais 
 ou , ligantes ou antiligantes, ou orbitais não-ligantes n). As várias transições electrónicas 
têm probabilidades de transição muito distintas. As razões para essas diferenças podem ser 
racionalizadas em termos de mecânica quântica, e determinam a magnitude dos coeficientes 
de absorção molar, . Estas imposições geram as chamadas regras de selecção, que 
estabelecem critérios relativamente simples para distinguir a priori as transições “proibidas” 
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(i. e., extremamente improváveis) das “permitidas” (intensas). Transições que envolvem 
estados com diferente multiplicidade de spin são proibidas (para transições dum estado 







como aquelas em que as orbitais moleculares envolvidas não tenham sobreposição espacial
51-
52
. Há, no entanto, situações em que transições proibidas se tornam possíveis. É o caso de 
orbitais d em complexos de coordenação de estrutura octaédrica. 
 
3.1.1. Complexos octaédricos 
 
 Na presença de um campo cristalino octaédrico, as orbitais d inicialmente degeneradas 
são desdobradas em dois níveis de energia (eg e t2g), separados por uma diferença de energia 




Figura 23 – Representação esquemática do desdobramento de níveis de energia na teoria do campo cristalino. 
 
 No modelo de um complexo octaédrico utilizado na teoria do campo cristalino, seis 
pontos de cargas negativas que representam os ligandos são colocados numa matriz octaédrica 
ao redor do ião metálico central. Essas cargas interagem fortemente com o ião metálico 
central, e a estabilidade do complexo deve-se em grande parte desta interacção atractiva entre 
cargas opostas. No entanto, há um efeito secundário muito menor, mas muito importante 
decorrente do facto de os electrões em orbitais d diferentes interagirem com os ligandos em 
diferentes graus. Embora essa interacção diferencial seja pouco mais de cerca de 10 por cento 
da energia total da interacção metal – ligando, tem importantes consequências para as 
propriedades do complexo, ou seja, as orbitais do átomo central que estiverem dirigidas para 
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Figura 24 – Representação das diferentes orbitais existentes em interacções metal – ligando (adaptada de 53). 
 
 Com a ajuda de dados espectroscópicos para diferentes complexos, com o mesmo 
metal e diferentes ligandos, é possível estabelecer uma série espectroquímica: uma lista de 

























 < H2O < NCS
-
 < CH3CN < py < 
NH3 < en < bpy < phen < NO2
-
 < PPh3 < CN
-
 < CO  
 
 O CO e o CN
-
 são ligandos de campo forte, pois o desdobramento é elevado. Os 
halogéneos e o OH
-
 são ligandos de campo fraco. A força do campo de ligandos também 






























 O valor de O aumenta com o aumento do número de oxidação do ião metálico central 
e também aumenta por grupo. A variação com o número de oxidação reflecte o menor 
tamanho de iões com cargas mais elevadas e consequentemente as menores distâncias de 
ligação metal – ligando e as energias de interacção mais fortes. O aumento por grupo reflecte 
o aumento do tamanho de orbitais 4d e 5d em comparação com as orbitais 3d e 
consequentemente interacções mais fortes com os ligandos
53
. 
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 Nos casos em que o conjunto de ligandos possui um conjunto de orbitais vazias de 
baixa energia pode ocorrer transferência de carga entre o metal e o ligando. 
As transições de transferência de carga do metal para o ligando são observadas quando 
o metal está num estado de oxidação baixo e os ligandos têm orbitais aceitadoras de simetria 
adequada e energia relativamente próxima. Neste trabalho experimental, iremos basear-nos 
nas transições de carga do metal para o ligando (MLCT). Na Figura 25 apresenta-se um 
espectro de absorção de UV-Vis de um dos complexos estudados (complexo 7), onde se 
podem observar duas bandas de transição de carga do metal para o ligando, centradas a  = 
430nm e  = 482nm.  
 
Figura 25 – Espectro de absorção de UV-Vis indicando a origem das transições electrónicas observadas para 
[Ru(bpy)2(pdt)][CF3SO3]2 em água millepore. 
 
3.2. Espectroscopia de fluorescência 
3.2.1. Processos fotofísicos e espectros de fluorescência 
 
Designa-se por luminescência a emissão de luz de qualquer substância a partir de 
estados electronicamente excitados. Formalmente, distinguem-se dois tipos de luminescência, 
consoante a multiplicidade de spin do estado excitado: a fosforescência é a emissão a partir de 




A fluorescência é observada com maior frequência em espécies aromáticas. Muitas 
proteínas de membrana contêm resíduos de aminoácidos fluorescentes (triptofano, tirosina) e 
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podem ser estudadas com esta técnica. Muitas outras podem ser derivadas com grupos 
fluorescentes em posições convenientes
51-52
. 
Os processos de absorção e fluorescência estão representados na Figura 26, onde se 
apresenta um diagrama de Jabloński (onde níveis de energia relativos a diferentes estados 
estão representados por linhas horizontais, e transições entre estes se representam por setas). 
A absorção de um fotão de energia hA para níveis electrónicos e vibracionais excitados 
ocorre quase instantaneamente (~10
-15
s), sem que haja possibilidade de rearranjo significativo 
dos núcleos (princípio de Franck-Condon). Dá-se então relaxação rápida (~10
-12
s) para o nível 
vibracional mais baixo do primeiro estado electrónico singuleto excitado, S1. Como a escala 
de tempo deste processo é mais rápida do que a emissão de fluorescência, esta dá-se quase 
sempre a partir do estado S1. Duas consequências deste fenómeno são a independência da 
forma do espectro de emissão relativamente ao comprimento de onda da radiação de excitação 
(regra de Kasha) e o deslocamento deste espectro relativamente ao de absorção (i. e., os fotões 




Figura 26 – Diagrama de Jabloński com extinção de fluorescência colisional e transferência de energia (FRET) 
(adaptado de 46). 
 
A fluorescência envolve um processo permitido por spin (manutenção da 
multiplicidade entre os estados inicial excitado S1 e final fundamental S0) que é rápido e 
ocorre por emissão de um fotão
51-52
.  
Para além da emissão de fluorescência, as moléculas podem voltar a S0 por processos 
não fluorescentes (que incluem a conversão no estado electrónico tripleto, conversão inter-
sistemas, com eventual emissão posterior de fosforescência), com constante de velocidade (de 
1ª ordem) kNF. O rendimento quântico , definido como a razão entre o número de fotões 
emitidos e os absorvidos, depende dos valores relativos de kNF e da constante de velocidade de 
emissão de fluorescência kF, através de  = kF / (kF + kNF). Assim, tem-se   1 quando kF 
>> kNF. Outro parâmetro de muito interesse é o tempo de vida do estado excitado (instante 
para o qual a probabilidade de sobrevivência do estado excitado de uma molécula excitada a 
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tempo 0 é 1/e   37%),  = 1/(kF + kNF). Valores típicos de tempos de vida do estado excitado 
 (que é o tempo médio decorrido entre a excitação e o retorno ao estado fundamental) são de 
1 a 10 ns.  e  podem ser medidos experimentalmente,  em experiências de estado 
estacionário (iluminação contínua) e  em experiências de estado transiente (excitação com 
pulsos de luz de duração < 1ns). Ambos variam com o meio em que se encontra o fluoróforo e 
aumentam com a diminuição de processos não radiativos, o que pode acontecer, 
nomeadamente, por aumento da “rigidez” da molécula, conforme verificado na associação de 
um composto a um outro, o que equivale a inseri-lo num meio de maior rigidez. Este é o 





3.2.2. Extinção de fluorescência 
 
Uma grande variedade de moléculas ou iões pode fazer diminuir a intensidade de 
fluorescência, por processos globalmente denominados de extinção (quenching). Na extinção 
colisional, representada no diagrama da Figura 26, o estado excitado do fluoróforo é 
desactivado por colisão (encontro difusivo) com outra molécula em solução (o extintor, Q), 
sem que exista alteração química das moléculas no processo. A diminuição de intensidade de 
fluorescência (I) relativamente à situação de ausência de extintor (I0), é dada pela equação de 
Stern-Volmer, 
 
  I / I0 = 1+ kQ  [Q]     (1) 
 
onde  é o tempo de vida nestas últimas condições, kQ é a constante de velocidade de extinção 
(de 2ª ordem), I é a intensidade de fluorescência e I0 é a intensidade de fluorescência do 
fluoróforo. A extinção de fluorescência é um método útil na determinação da acessibilidade (e 
posição) de fluoróforos em polímeros, proteínas ou membranas. As intensidades de 
fluorescência de um fluoróforo “imobilizado” numa ligação com uma macromolécula são 
muito afectadas por um extintor de fluorescência que existe em solução. A eficiência de 
extinção será tanto maior quanto mais próximas forem as localizações transversais do 
fluoróforo e destes grupos extintores
51-52
. 
 Nesta secção, interessa identificar dois tipos de situação, uma na qual o complexo em 
análise possui fluorescência intrínseca cuja intensidade aumenta quando se liga ao DNA. Este 
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aumento de intensidade de fluorescência com o aumento da concentração de DNA está 
relacionado com a diminuição dos processos não radiaticos, como a vibração e com o 
aumento da rigidez da molécula. Se a intensidade de fluorescência diminui com o aumento da 
concentração de DNA, significa que o DNA é considerado um quencher, ou seja, dessa 
interacção resulta um aumento os processos não radiativos e, consequentemente, diminui a 
intensidade de fluorescência. 
 Uma outra situação ocorre quando o complexo não tem fluorescência intrínseca. Nesse 
caso, é necessário usar uma sonda fluorescente que interactue com o DNA e espera-se que a 
intensidade de fluorescência se altere com o aumento de concentração de complexo. No caso 
do complexo em estudo poder competir com o fluoróforo e poder deslocá-lo do DNA, a 
intensidade de fluorescência observada irá diminuir. Pode também acontecer a formação de 
um complexo ternário [sonda – DNA – complexo] e esperam-se alterações na intensidade de 
fluorescência (aumento ou diminuição, dependendo dos casos). Para que se observe 
competição com a sonda, porém é fundamental que a afinidade de ambos os complexos pelo 
DNA seja semelhante (isto é, que possuam constantes de ligação semelhantes). 
 
3.3. Medidas de viscosidade 
 
As soluções ou suspensões de partículas são mais viscosas que o solvente puro. Este 
facto altera as características de fluxo de soluções/ suspensões de uma forma que depende da 
concentração, da forma e da massa de partícula, o que tem consequências importantes no 
manuseamento das mesmas, e pode ser usado experimentalmente para obter informações 
sobre a forma e massa da partícula em estudo
56
.  
A comparação entre as propriedades de uma partícula isolada ou na presença de outros 
constituintes que alterem a sua forma e/ ou massa pode ser utilizado para concluir sobre a 
extensão dessa interacção. É neste princípio que se baseiam os estudos de viscosidade de 
soluções de DNA. Na secção seguinte apresenta-se com detalhe os princípios desta técnica. 
 
3.3.1. Definição de viscosidade 
 
O movimento de uma partícula através de uma superfície estacionária é inibido pela 
fricção, que reduz o movimento da partícula. Se a partícula está presente na forma de fluido 
(líquido ou gás), esta fricção origina o fenómeno designado viscosidade. 
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Os efeitos moleculares envolvidos na viscosidade dependem parcialmente de 
interacções intermoleculares na solução (ligações de van der Waals, pontes de hidrogénio, 
interacções electrostáticas) e também parcialmente do tamanho e forma das moléculas de 
solvente e de soluto. 
Newton observou que a camada de líquido imediatamente adjacente à superfície em 
movimento, teria uma velocidade muito próxima de v, enquanto a adjacente à superfície 




Figura 27 – Perfis de velocidade de um fluido: (a) um gradiente de velocidade linear (dv/dy) é estabelecido entre duas 
superfícies uma das quais se move a uma velocidade, v, enquanto a outra está imóvel, (b) um gradiente de velocidade 
parabólico é formado quando o líquido flui entre as duas superfícies imóveis. 
 
Então, existe um gradiente de velocidade (d/dy) na solução entre as duas superfícies. 
Newton demonstrou que a força do gradiente de velocidade, f, entre camadas de líquido é 
proporcional a ambas as áreas das camadas e o gradiente de velocidade entre elas; 
 
    
  
  
   (2) 
  
A constante de proporcionalidade na equação é a viscosidade, , da solução, 
 
       
  
  
               (3) 
  
Na Figura 27 (a), a fricção encontra-se na superfície estacionária originando um 
gradiente de velocidade linear, enquanto, na Figura 27 (b) se encontra em ambas as 
superfícies, originando um gradiente de velocidade parabólico. O termo (f/A) é denominado 
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força do gradiente de velocidade enquanto dv/dy é o gradiente de velocidade. Quando  é 
constante, o fluido diz-se Newtoniano, se  é uma função de força do gradiente de velocidade 




3.3.2. Medição da viscosidade 
 
As medições de viscosidade são realizadas pela medição do tempo necessário para 
uma solução (volume, V) de uma partícula, dissolvida num solvente de viscosidade 0, fluir 
através de um tubo capilar de raio r e comprimento L, sob pressão hidrostática. O 
viscosímetro mais conhecido e utilizado é o viscosímetro de Ostwald, (Figura 28). 
 
Figura 28 – Esquema de um viscosímetro de Ostwald num banho a temperatura constante. 
 
A viscosidade da solução de amostra, , é dada por 
 
  
          
     
       (4) 
 
onde h é a altura média de líquido, g a constante gravitacional e  a densidade da solução. 
Uma vez que as medições de viscosidade do solvente puro (0) e de várias concentrações de 
partículas () são realizadas nas mesmas condições, as variações observadas podem ser 
convenientemente expressas como viscosidade relativa, r, da solução/suspensão; 
 





    
        (5) 
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 Então, o conhecimento da densidade de diferentes soluções em estudo é a única 
informação prévia necessária para o cálculo da viscosidade relativa utilizando o viscosímetro 
de Ostwald. Foi observado experimentalmente que este parâmetro está dependente da forma, 
concentração e volume da partícula em estudo. Consequentemente, a viscosidade fornece um 




 Neste trabalho experimental, esta técnica foi utilizada para estudar o que sucedia à 
viscosidade do DNA quando se adicionavam concentrações crescentes dos complexos de 
Ru(II) em estudo, ou seja, se esta aumentava ou se diminuía. 
 Os resultados de viscosidade do presente trabalho são apresentados em viscosidade 
cinemática relativa (/0) e não em viscosidade (/0) como é comum encontrara na 
bibliografia. 





,  (6) 
onde  é a viscosidade,  é a densidade do fluido em estudo e  é a viscosidade cinemática. 
 Nos resultados experimentais obtidos por esta técnica foram também incluídos o 
estudo de dois sistemas DNA – DAPI e DNA – EB para as condições experimentais 
utilizadas, sendo bem conhecido o mecanismo de interacção de ambas as sondas com o DNA, 
o perfil de variação da viscosidade do DNA nestes dois sistemas foi muito útil no 
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4. Resultados e Discussão 
4.1. Desenvolvimento da metodologia 
 
Os estudos de interacção dos compostos com o DNA foram, naturalmente, efectuados 
em meio aquoso. Os ensaios de interacção com o DNA consistem em titulações com o 
complexo em estudo ou biomolécula (consoante a técnica experimental utilizada). Por outras 
palavras, a abordagem seguida consiste em preparar diferentes amostras de concentração de 
complexo constante (UV-Vis e fluorescência) variando a concentração de DNA presente na 
solução, ou em amostras com concentração de DNA constante (viscosimetria) variando a 
concentração de complexo. Para se obter resultados reprodutíveis é essencial garantir que em 
cada amostra, o complexo adicionado se encontre na mesma forma, sem que ocorram 
reacções de hidrólise ou outras antes da interacção com o DNA. Também a solubilidade do 
complexo é um factor determinante, pois a formação de precipitados inviabiliza o rigor das 
medidas experimentais em qualquer das técnicas utilizadas. 
Assim sendo, esta fase do trabalho procurou responder às seguintes questões: i) o 
complexo é solúvel em meio aquoso ou requer um co-solvente orgânico para a sua 
dissolução?; ii) qual é o “tempo de vida” de uma solução-mãe de complexo sem que este se 
altere, por ocorrer a deslocação dos ligandos da esfera de coordenação do metal?; iii) é 
possível efectuar uma titulação com a mesma solução-mãe de complexo durante o tempo 
suficiente para a incubação (e medição) das várias amostras independentes?; iv) em todas as 
técnicas é necessário comparar as alterações observadas na presença e na ausência de DNA?; 
v) as soluções de complexo na ausência de DNA sofrem alterações apreciáveis, ou são 
estáveis o suficiente para permitir essa comparação?. Utilizou-se a espectroscopia de UV-
Visível para obter resultados que respondessem a estas questões.  
Dos 16 compostos seleccionados inicialmente para a realização deste trabalho 





, os complexos 7 a 12 do grupo 2 – complexos de [RuII(bpy)2]
2+
 e o 
complexo 13 do grupo 3 – complexos de Fe(II) com derivados de terpiridina. A estabilidade 
das soluções destes complexos foi avaliada ao longo do tempo (tipicamente 4h) em 100% 
DMSO, em 100%DMF (alguns casos), em tampão (pH 7,4 Hepes e/ou Tris) e em 2% ou 5% 
DMSO/meio tamponizado.  
No anexo 8 encontram-se reunidos todos os resultados experimentais obtidos, sendo 
todos eles importantes e essenciais para uma melhor compreensão deste Capítulo. Estudos de 
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estabilidade realizados para cada um dos 16 complexos inicialmente escolhidos, em diferentes 
condições, bem como os resultados daí retirados (anexo 8.1). Nos anexos 8.2 e 8.3, 
encontram-se, respectivamente, as regressões de ajuste ao modelo de Scatchard, que 
permitiram determinar as diferentes constantes de ligação para cada complexo, e a tabela 
t-student utilizada para calcular os erros associados às constantes de ligação (Kb). Nos anexos 
8.4 e 8.5, encontram-se os resultados de fluorescência obtidos para cada complexo 
intrinsecamente fluorescente (complexo 5 (grupo 1) e complexos 7 a 12 (grupo 2)
38
) e 
resultados de actividade citotóxica (IC50/M) obtidos para os complexos do grupo 2
38
. 
O critério de selecção dos complexos foi a sua estabilidade em solução, avaliada por 
uma variação da absorvância tão baixa quanto possível, menor que 5% em 100% DMSO e 
menor que 5 a 7% em meio tamponizado (com ou sem DMSO). 
 Os resultados obtidos estão sumarizados na (Tabela 4), onde são identificados (a 
laranja) os complexos utilizados nos estudos com o ctDNA. Observa-se que os complexos do 
grupo 2 são mais estáveis que os dos grupos 1 e 3, mas também que, em alguns casos, se 
poderia trabalhar com um meio tamponizado de 5mM Tris-HCl. No entanto, as soluções de 
complexo  DNA, apresentaram melhores resultados com o meio tamponizado de 10mM 
Hepes sem a formação lenta de precipitado. 
Dos grupos 1 e 3, foram seleccionados os complexos 5 e 13 para prosseguir com os 
ensaios previstos, sendo necessário a adição de 5% de DMSO. No entanto, observou-se que o 
complexo 5 é menos estável que o complexo 13, só sendo possível realizar incubações de 15 
minutos com o complexo 5 o que deixou algumas dúvidas em relação ao tempo ser suficiente 
para que se atingisse o equilíbrio na interacção do complexo com o DNA. Quanto aos 
complexos do grupo 2, todos apresentaram solubilidade em soluções aquosas tamponizadas a 
pH 7,4 e estabilidade adequada para trabalhar em solução aquosa com biomoléculas, não 
sendo necessária a adição de DMSO. Além disso, apresentam fluorescência intrínseca (ver 
anexo 8.4), uma propriedade útil para estudos com biomoléculas não fluorescentes como o 
DNA, não sendo necessário trabalhar com sondas já conhecidas (EB e DAPI). 
 A metodologia delineada para os estudos subsequentes pode ser sumarizada nos 
seguintes pontos: 1) foi possível estudar o complexo 5 (Grupo 1), os complexos 7 a 12 (Grupo 
2) e o complexo 13 (Grupo 3); 2) as amostras complexo  DNA serão preparadas 
individualmente, ajustando volumes e concentrações de soluções-mãe em conformidade com 
isso, para um controlo rigoroso do tempo de incubação; 3) o tempo de incubação considerado 
ideal foi de 30 min (15 min para o complexo 5), no escuro e à temperatura ambiente. 
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Tabela 4 – Tabela resumo da variação da absorvância (%) observada para bandas MLCT nos estudos de estabilidade 
realizados para cada complexo. Estão salientados a laranja os complexos seleccionados para a fase de estudos com o 
DNA. (O anexo 8.1 inclui os espectros de absorção, respectivas percentagens de variação obtidos nos estudos de 
estabilidade). 
 % Variação** 
Complexos a/ b c d; e f g 
1 < 26% < 27%    
2 < 37% < 16%    
3 < 62%* < 27%    
4 < 17% < 18%    
5 < 3% < 6%    
6 < 5% < 25%    
7    < 4% < 7% 
8    < 2% < 1% 
9    < 7% < 1% 
10    < 5% < 1% 
11    < 2% < 7% 
12    < 2% < 8% 
13 < 2% < 4% < 12%   
14 < 5% / < 80%  < 15%; < 55%   
15 < 5% / < 50%  < 40%; < 35%   
16 < 16% / < 22%  < 55%   
 
*Co-ligando antraceno deslocado da esfera de coordenação do centro metálico; 
**          
      
  
    , sendo A0 e A a absorvância da solução de complexo na ausência e na presença 
de ctDNA; a) 100% DMSO; b) 100% DMF; c) 2% DMSO/ 98% 10mM Hepes pH 7,4; d) 2% DMSO/ 98% 
5mM Tris-HCl pH 7,4; e) 2% DMSO/ 98% 5mM Tris-HCl pH 7,4/ 50mM NaCl; f) 10mM Hepes pH 7,4; g) 
5mM Tris-HCl pH 7,4. 
“Complexos de iões metálicos com interesse na terapia do cancro: Estudos de interacção com biomoléculas” 




4.2. Estudos de interacção com o DNA 
4.2.1. Complexos de [RuII(Cp)]+ – Grupo 1 
4.2.1.1. Complexo 5 – [RuCp(Dppe)(9CN-Antr)][PF6] 
 
Os resultados preliminares obtidos utilizando espectroscopia de absorção de UV-Vis 
indicam um hipercroísmo na presença de DNA, até uma razão de cerca de 0,6 (Figura 29), 
com uma percentagem de variação de 62%, o que é significativo, pois a percentagem de 
variação do mesmo em DMSO/ 10mM Hepes pH 7,4 (5:95) é de cerca de -15% após o 
mesmo período de 15 minutos. 
 
 
Figura 29 – a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 5, ([complexo] = 30M, a preto) na presença de 
concentrações crescentes de DNA (diferentes cores), em 5%DMSO / 10mM Hepes pH 7,4, à temperatura ambiente, 
após 15 minutos de incubação no escuro; b) % variação vs. R = [DNA]:[Complexo] a 454nm. 
 
 Esse hipercroísmo acentuado (ao fim de um tempo de incubação curto) sugere uma 
interacção forte entre o complexo e o DNA. No entanto, observando a série de espectros 
obtidos, é visível um aumento da absorvância residual ( > 600nm), o que sugere alguma 
agregação em solução que não é visível a olho nu. Foi possível determinar constantes de 




 está apresentado na Tabela 5 (secção 4.3). 
Dada a difícil solubilização do complexo 5, a espectroscopia de fluorescência, que 
requer concentrações muito baixas de complexo, é muito adequada a este estudo, além do que 
o complexo 5 é intrinsecamente fluorescente. Observa-se que a emissão de fluorescência do 
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complexo (a exc = 371nm) aumenta em cerca de quatro vezes com o aumento da 
concentração de DNA (Figura 30), indicando claramente a existência de uma interacção entre 
ambos. Este aumento de intensidade de luminescência, que é observado numa banda de 
fluorescência característica do co-ligando antraceno, é compatível com uma diminuição dos 
processos de decaimento não radiativos e com uma maior rigidez no ambiente que o rodeia.  
 
 
Figura 30 – a) Espectro de fluorescência do complexo 5, ([complexo] = 15M, a preto) na presença de concentrações 
crescentes de DNA (cores diferentes), em 5%DMSO / 10mM Hepes pH 7,4, temperatura ambiente, exc = 371nm; b) 
Intensidade de fluorescência relativa (If/If0 (%)) vs. [DNA]/M a 466nm; c) Espectros de fluorescência normalizados 
do complexo na ausência de DNA (a preto) e na presença de 150M.nuc-1 de DNA (laranja). 
 
Não se tendo observado um desvio no máx de absorção do espectro UV-Visível, o 
conjunto dos resultados obtido sugere que a interacção entre o complexo e a biomolécula 
ocorra ao nível dos sulcos do DNA. Estes são resultados preliminares que serão confirmados 
no futuro através da continuação da realização dos estudos com este complexo por 
viscosimetria. 
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4.2.2. Complexos de [RuII(bpy)2]
2+ – Grupo 2 
4.2.2.1. Complexo 7 – [Ru(bpy)2(pdt)][CF3SO3]2 
 
No que diz respeito ao complexo 7, os resultados de espectroscopia de absorção de 
UV-Vis mostraram um hipocroísmo consistente na presença de ctDNA, até -14,43%, para a 
razão 5 (Figura 31), o que é significativo, pois a percentagem de variação do mesmo em 
tampão é de cerca -4% após 30 minutos. Observa-se também um desvio de 4nm no 
comprimento de onda do máximo de absorção (de 482nm para 486nm). Estes resultados 
indicam a formação de um aducto complexo  DNA, para o qual foi possível obter uma 
constante de ligação de (2252)102 M-1 (Tabela 5, secção 4.3). 
 
 
Figura 31 – a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 7, ([complexo] = 30M, a preto) na presença de 
concentrações crescentes de DNA (cores), em 10mM Hepes pH 7,4, à temperatura ambiente, 30 minutos de incubação 
no escuro; b) % variação vs. R = [DNA]:[Complexo] a 482nm; c) máx vs. R. 
 
Os resultados obtidos por viscosimetria para este complexo mostram que a viscosidade 
cinemática da solução de ctDNA aumenta com a adição de complexo (Figura 32), 
apresentando, por isso, um comportamento semelhante ao do EB (um conhecido intercalador 
do DNA), e um comportamento distinto do DAPI (conhecido por se ligar ao sulco menor do 
DNA nas regiões A-T). Esta variação da viscosidade cinemática relativa indica um aumento 
da organização e da estruturação da solução de ctDNA, sugerindo a formação de espécies de 
maior dimensão (envolvendo o complexo em teste) cujo escoamento é dificultado face ao da 
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solução de ctDNa na ausência de composto, mas não na mesma ordem de grandeza do que se 
observa para o EB. Por outras palavras, este estruturamento da solução é compatível com a 
formação de um aducto em que o complexo interactua com o DNA ou por ligação aos sulcos 
(sem causar dobras ou estruturas globulares) ou por intercalação entre as bases azotadas. 
 
 
Figura 32 – Viscosidade cinemática relativa (/0), sendo 0 a viscosidade da solução de ctDNA na ausência de 
complexo 7, R = [DNA]:[Complexo], titulação de [ctDNA]=200M.nuc-1 com concentração crescente de complexo, 
10mM Hepes pH 7,4, tinc= 30 minutos (no escuro), T = (25,15 ± 0,01)ºC. 
  
Sumarizando, a interacção do complexo 7 com o DNA é claramente confirmada pelas 
duas diferentes abordagens experimentais. 
 
 
4.2.2.2. Complexo 8 – [Ru(bpy)2(pdt)][PF6]2 
 
 Os resultados obtidos utilizando espectroscopia de absorção de UV-Vis para o 
complexo 8 mostraram um hipercroísmo consistente até à razão 5, com uma percentagem de 
variação de 16,27%, (Figura 33) – a percentagem de variação do complexo 8 em tampão é de 
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cerca -0,029% após o mesmo período 30 minutos. Esta alteração na absorvância da solução é 
acompanhada por um desvio (3 nm) do máximo de absorção de 482 nm para 485 nm. 
 
 
Figura 33 – a) Espectro de absorção de UV-Vis do complexo 8, ([complexo] = 30M, a preto) na presença de 
concentrações crescentes de DNA (cores), em 10mM Hepes pH 7,4, à temperatura ambiente, 30 minutos de incubação 
no escuro; b) % variação vs. R = [DNA]:[Complexo] a 483nm; c) máx vs. R. 
 
 Para este complexo foi possível monitorizar esta interacção por espectroscopia de 
fluorescência e os resultados são apresentados na Figura 34. 
 
Figura 34 – a) Espectro de fluorescência do complexo 8, ([complexo] = 15M, a preto) na presença de concentrações 
crescentes de DNA (cores), em 10mM Hepes pH 7,4, à temperatura ambiente, exc = 450nm; b) Intensidade de 
fluorescência relativa (If/If0 (%)) vs. [DNA]/M a 592nm. 
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A fluorescência do complexo 8 (observada ao nível das bandas de transferência de 
carga metalligando) é fortemente perturbada pelo aumento da concentração de DNA, 
observando-se para um valor de R de 6 (correspondente a uma concentração de DNA de 
100M.nuc-1) uma extinção da emissão de fluorescência de cerca de 40%.  
Os resultados obtidos por viscosimetria mostram que a viscosidade cinemática da 
solução de ctDNA aumenta em cerca de 5% com a adição de complexo, apresentando um 
perfil semelhante ao do EB, como se pode observar na Figura 35. Tal como já foi mencionado 
para o complexo 8, esta variação da viscosidade relativa sugere um aumento da organização 
na solução em estudo, embora inferior ao observado para o caso do EB. 
 
Figura 35 – Viscosidade cinemática relativa (/0), sendo 0 a viscosidade da solução de ctDNA na ausência de 
complexo 8, R = [DNA]:[Complexo], titulação de [ctDNA]=200M.nuc-1 com concentração crescente de complexo, 
10mM Hepes pH 7,4, tinc= 30 minutos (no escuro), T = (25,15 ± 0,01)ºC. 
  
 Todos os resultados obtidos para o complexo 8 são consistentes, indicando claramente 
a formação de um aducto complexo  DNA com uma constante de ligação de (2212)102 
M
-1
 (Tabela 5), determinada através dos resultados de espectroscopia de absorção UV-Vis. A 
diminuição da intensidade de fluorescência do complexo na presença de ctDNA confirma esta 
interacção. Esta extinção de fluorescência foi observada nas bandas MLCT, não tendo sido 
possível efectuar outros ensaios excitando o complexo a um  característico do co-ligando 
pdt, de modo verificar se este estaria directamente envolvido na interacção. As medidas de 
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viscosidade relativa confirmam os resultados anteriores, indicando também a formação de um 
aducto complexo  DNA. 
 
4.2.2.3. Complexo 9 – [Ru(bpy)2(bpp)][CF3SO3]2 
 
Para o complexo 9 não foi possível utilizar a fluorescência no estudo da sua interacção 
com o DNA até à data de preparação desta dissertação. No entanto, quer por espectroscopia 
de absorção UV-Vis quer por viscosimetria se detectou a formação de um aducto entre o 
complexo e o DNA. 
Os resultados obtidos por espectroscopia UV-Vis para este complexo mostraram, na ausência de DNA, uma variação 
de 1,32 % após 30 minutos em tampão ( 
Tabela 4), enquanto que na presença da biomolécula se observa um hipercroísmo 
consistente, até uma percentagem de variação de cerca de 13,40% para a razão 5 (Figura 36). 
 
 
Figura 36 – a) Espectro de absorção de UV-Vis do complexo 9, ([complexo] = 30M, a preto) na presença de 
concentrações crescentes de DNA (cores), em 10mM Hepes pH 7,4, à temperatura ambiente, 30 minutos de incubação 
no escuro; b) % variação vs. R = [DNA]:[Complexo] a 480nm. 
 
Os resultados obtidos por viscosimetria para este complexo, mostram que a 
viscosidade cinemática da solução de ctDNA decresce com o aumento da concentração de 
complexo, apresentando um perfil de variação semelhante ao do caso do DAPI (Figura 37), 
embora menos marcado. Esta diminuição da viscosidade indica uma alteração da estrutura e 
organização iniciais da solução em estudo
, dando origem a “unidades” mais independentes 
                                               
 
 (entendida como o um sistema DNAsolvente) 
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entre si, que fluem melhor. Por outras palavras, a área de biomolécula disponível para 
estabelecer interacções com o solvente diminui na presença de complexo, o que sugere a 
existência de uma modificação nas biomoléculas devido a uma interacção com o complexo 9 




Figura 37 – Viscosidade cinemática relativa (/0), sendo 0 a viscosidade da solução de ctDNA na ausência de 
complexo 9, R = [DNA]:[Complexo], titulação de [ctDNA]=200M.nuc-1 com concentração crescente de complexo, 
10mM Hepes pH 7,4, tinc= 30 minutos (no escuro), T = (25,15 ± 0,01)ºC. 
 
 
A interacção do complexo 9,  [Ru(bpy)2(bpp)]
2+
, com o DNA foi estudada por Strekas, 
Baker e colaboradores
65
 em meio Tris 5mM pH 7.4/50 mM NaCl, que não observaram 
evidências de um comportamento intercalativo para este complexo: o requisito de planaridade 
exigida a um composto para esse tipo de interacção e muito dificultada estereoquímicamente 
no bpp não era satisfeito. Segundo os mesmos autores, a constante de ligação global para a 
interacção seria demasiado baixa para ser mensurável. 
No que se refere ao mecanismo de interacção, os resultados apresentados permitem 
sugerir um mecanismo de interacção do tipo “groove binding”, logo não-intercalativo, em 
concordância com o trabalho de Strekas e Baker. No entanto, foi possível observar a 
interacção complexo 9  DNA por espectrofotometria, tendo-se obtido um Kb de 
(3073)102 M-1 para o processo de ligação global. É possível que a interacção tenha uma 
componente electrostática, bloqueada num meio com uma força iónica elevada, e que essa 
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seja a razão pela qual esta interacção não tenha sido observada por espectroscopia no caso 
daqueles autores. 
 
4.2.2.4. Complexo 10 – [Ru(bpy)2(pb)][CF3SO3]2 
 
No que diz respeito ao complexo 10, os resultados obtidos utilizando espectroscopia 
de absorção de UV-Vis mostraram a existência de um hipercroísmo consistente, até uma 
percentagem de variação de cerca de 24 %, até à razão 3 (Figura 38), sendo a percentagem de 
variação do mesmo em tampão após 30 minutos de cerca -0,087%. 
 
 
Figura 38 – a) Espectro de absorção de UV-Vis do complexo 10, ([complexo] = 30M, a preto) na presença de 
concentrações crescentes de DNA (cores), em 10mM Hepes pH 7,4, à temperatura ambiente, 30 minutos de incubação 
no escuro; b) % variação vs. R = [DNA]:[Complexo] a 459nm. 
 
 
A viscosidade cinemática da solução de ctDNA aumenta com a adição de complexo, 
um comportamento semelhante ao do EB (Figura 39), indicando um aumento da organização 
da solução de DNA, o que (como já discutido para o complexo 7) pode ser interpretado como 
a formação de um aducto complexo  DNA, embora esta interacção não seja tão forte como 
acontece no caso do EB. 
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Figura 39 – Viscosidade cinemática relativa (/0), sendo 0 a viscosidade da solução de ctDNA na ausência de 
complexo 10, R = [DNA]:[Complexo], titulação de [ctDNA]=200M.nuc-1 com concentração crescente de complexo, 
10mM Hepes pH 7,4, tinc= 30 minutos (no escuro), T = (25,15 ± 0,01)ºC. 
  
 
 Uma vez que este composto apresenta uma fluorescência intrínseca considerável, a 
fotoluminescência seria uma técnica de extrema utilidade na avaliação desta interacção. No 
entanto, os resultados já reunidos permitem concluir que o complexo 10 interage fortemente 
com o DNA, o que é comprovado uma constante de ligação de (1120 9)102 M-1 obtida dos 
dados de UV-Vis. 
 
 
4.2.2.5. Complexo 11 – [Ru(bpy)2(pbt)][CF3SO3]2 
 
O conjunto de resultados reunido para ao complexo 11 inclui dados de espectroscopia 
de absorção de UV-Vis (Figura 40), de espectroscopia de fluorescência (Figura 41) e de 
medidas de viscosidade (Figura 42). 
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Figura 40 – a) Espectro de absorção de UV-Vis do complexo 11, ([complexo] = 30M, a preto) na presença de 
concentrações crescentes de DNA (cores), em 10mM Hepes pH 7,4, à temperatura ambiente, 30 minutos de incubação 
no escuro; b) % variação vs. R = [DNA]:[Complexo] a 421nm. 
 
 
Na Figura 40 observa-se um hipocroísmo consistente na banda MLCT do complexo 
com o aumento da concentração de ctDNA até -18,2% (para uma razão [DNA]:[Complexo] 
de 7), o que é bastante significativo pois a percentagem de variação da intensidade da 
absorvância desta banda em tampão é de cerca -1,6% após 30 minutos. 
 A emissão de fluorescência a exc = 310nm do complexo 11 na presença de DNA 
aumenta com o aumento da concentração de biomolécula (Figura 41), observando-se também 
um desvio de 9nm no comprimento de onda máximo de emissão. Este desvio para o azul está 
salientado nos espectros de emissão normalizados do complexo na ausência e presença do 
DNA (Figura 41 c e d). O aumento de If, sugerindo um aumento dos processos de 
desactivação radiativos face aos não-radiativos, é compatível com a inserção do complexo 
num meio mais rígido. Por outro lado, o desvio considerável de em
máx
 para o azul sugere a 
inserção do fluoróforo num meio menos polar. No seu conjunto os dados de fluorescência 
indicam indubitavelmente a formação do aducto complexo 11  DNA. 
“Complexos de iões metálicos com interesse na terapia do cancro: Estudos de interacção com biomoléculas” 





Figura 41 – a) Espectro de fluorescência do complexo 11, ([complexo] = 15M, a preto) na presença de concentrações 
crescentes de DNA (cores), em 10mM Hepes pH 7,4, à temperatura ambiente, exc = 310nm; b) Intensidade de 
fluorescência relativa (If/If0 (%)) vs. [DNA]/M a 390nm; c) máx vs. [DNA, M]; d) Espectros de fluorescência 
normalizados do complexo na ausência de DNA (preto) e na presença de 99,708M.nuc-1 (vermelho). 
 
Os resultados obtidos por viscosimetria para este complexo mostram que a viscosidade 
cinemática da solução de ctDNA aumenta com a adição do complexo 11 (Figura 42), como 
acontece no caso do EB. Tal como foi já discutido para os caso dos complexos 7, 8 e 10 essa 
variação sugere a formação de um aducto entre complexo 11 e o ctDNA, em concordância 
com os dados de espectroscopia. 
 
 
Figura 42 – Viscosidade cinemática relativa (/0), sendo 0 a viscosidade da solução de ctDNA na ausência de 
complexo 11, R = [DNA]:[Complexo], titulação de [ctDNA]=200M.nuc-1 com concentração crescente de complexo, 
10mM Hepes pH 7,4, tinc= 30 minutos (no escuro), T = (25,15 ± 0,01)ºC. 
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No seu conjunto, estes resultados sugerem que este complexo pode ser um possível 




(ou seja 3104 M-1) 
está na gama de valores esperada para compostos intercaladores (10
4 – 105M-1)58. 
 
4.2.2.6. Complexo 12 – [Ru(bpy)2(N-pbt)2][CF3SO3]2 
 
No que diz respeito ao complexo 12, apenas foi possível obter resultados por 
espectroscopia de absorção de UV-Vis (Figura 43) uma vez que não foi possível sintetizar 
mais composto no período de execução deste trabalho.  
A percentagem de variação da absorvância do complexo em tampão é de cerca -1,01% 
após 30 minutos. A presença de DNA indicou a existência de dois mecanismos de interacção 
através de um hipercroísmo consistente até à razão [DNA]:[Complexo] de 2, com uma 
percentagem de variação de 10,41%, e um hipocroísmo consistente de 2 a ~10, com uma 
percentagem de variação de -14% (Figura 43 b). 
 
 
Figura 43 – a) Espectro de absorção de UV-Vis do complexo 12, ([complexo] = 30M, a preto) na presença de 
concentrações crescentes de DNA (cores), em 10mM Hepes pH 7,4, à temperatura ambiente, 30 minutos de incubação 
no escuro; b) % variação vs. R = [DNA]:[Complexo] a 484nm. 
 
Estes resultados indicam claramente que o complexo 12 interactua com o DNA, apesar 
de não ser possível adiantar um possível mecanismo para essa interacção. 
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4.2.3. Complexos de ferro(II) com derivados de terpiridina – Grupo 3 
4.2.3.1. Complexo 13 – [Fe((4’-C6H5)-tpy)Cl2(H2O)] 
 
O complexo 13, sendo o único de Fe(II) com estabilidade e solubilidade adequadas a 
estes estudos, revelou-se um complexo promissor. No entanto, por limitações de tempo para a 
síntese de mais composto durante o tempo de realização desta dissertação, não foi possível 
reunir um maior conjunto de resultados para este complexo e, será necessário efectuar mais 
estudos. Ainda assim, o conjunto de resultados obtido é suficiente para extrair conclusões 
sobre a existência de interacção com o DNA. 
No que diz respeito ao complexo 13, os resultados preliminares obtidos por 
espectroscopia de absorção de UV-Vis revelaram um hipocroísmo consistente, até uma razão 
de cerca de 10, com uma percentagem de variação de absorvância de -13% (Figura 44) – o 
que é significativo, pois a percentagem de variação do mesmo em DMSO/ 10mM Hepes pH 
7,4 (5:95) após 15 minutos é de -0,2%. Esta diminuição de intensidade do espectro 
electrónico na gama do visível é acompanhada por um desvio do comprimento de onda 
máximo de absorção de 6nm (de 566nm para 572nm), indicando uma estabilização da energia 
de transição no decorrer da interacção com o DNA. 
 
 
Figura 44 – a) Espectro de absorção de UV-Vis do complexo 13, ([complexo] = 30M, a preto) na presença de 
concentrações crescentes de DNA (cores), em 5%DMSO / 10mM Hepes pH 7,4, à temperatura ambiente, 15 minutos 
de incubação no escuro, ponto isosbéstico: /nm = 571, Abs = 0,3719; b) % variação vs. R = [DNA]:[Complexo] a 
566nm; c)  (566nm a 572nm) vs. R. 
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Os resultados obtidos por espectroscopia de UV-Vis foram ainda comparados com 




Figura 45 – Viscosidade cinemática relativa (/0), sendo 0 a viscosidade da solução de ctDNA; a) Titulação de 
[ctDNA]=50M.nuc-1 com concentração crescente de complexo, 5%DMSO / 10mM Hepes pH 7,4 / 0,4M NaCl, t inc= 15 
minutos (no escuro), T = (25,15 ± 0,01)ºC, R = [DNA]:[Complexo]; b) Titulação de [ctDNA]=50M.nuc-1 com 
concentração crescente de brometo de etídio (EB), 5%DMSO / 10mM Hepes pH 7,4 / 0,4M NaCl, t inc= 15 minutos (no 
escuro), T = (25,15 ± 0,01)ºC, R = [DNA]:[EB]. 
  
 O perfil de variação da viscosidade cinemática relativa é distinto do caso do EB nas 
mesmas condições experimentais, indicando uma desorganização do meio com o aumento da 
concentração de complexo, tornando a solução de DNA mais fluida. Estas observações podem 
ser interpretadas à luz da formação de um aducto composto  DNA, como já discutido atrás. 
 
4.3. Determinação de constantes de ligação (Kb) 
 
No caso dos estudos espectroscópicos de absorção no UV-Visível, os resultados 
obtidos de titulações dos diferentes compostos com o DNA foram ajustados a uma equação de 
Scatchard (equação 7),  
 
 
     
    
 




   
               (7) 
 
na qual [DNA] é a concentração de DNA em nucleótidos (M.nuc
-1
), ap = [a-F] e  = 
[B-F]
59-61
. O coeficiente de extinção aparente, a, corresponde à razão entre a absorvância 
medida e a concentração de composto em estudo (Absobs/[composto]); B e F correspondem, 
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respectivamente, aos coeficientes de extinção do composto ligado ao DNA, ou livre em 
solução (na ausência de DNA)
59-61
. 
 As constantes de ligação entre os compostos estudados e o DNA de dupla hélice de 
(Kb) foram calculadas utilizando a equação 7, a partir da representação de [DNA]/ap em 
função de [DNA], conforme se ilustra a título exemplificativo para o complexo 10 (Figura 
46). As restantes representações gráficas estão incluídas no anexo 8.2. Deste ajuste linear 






Figura 46 – Variação da absorvância do complexo 10 a 459nm em função da concentração de DNA: ajuste a um 
modelo Scatchard; equação da recta obtida: ([DNA]/ap)/M
2
.cm = (2,56  10-9) ± (6  10-10) + (2,87 10-4 ± 3  10-6)  
[DNA, M]; (R
2
 = 0,997; n = 10 pontos). 
 
Na Tabela 5, indicam-se os valores determinados para as constantes de ligação ao 
DNA dos complexos 5, 13 e 7-11, pela titulação espectroscópica de absorção UV-Vis, sendo 
ainda apresentadas as principais características espectroscópicas associadas à interacção dos 
compostos com o DNA. Na Tabela 6 reúnem-se os resultados obtidos para todos os 
complexos pelas três técnicas utilizadas. 
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Tabela 5 – Constantes de ligação (Kb) e resultados espectroscópicos obtidos para os complexos 5, 7 a 11 e 13 associados à sua interacção com o ctDNA. 















- -14 (482nm) 8 2,55  104; (0,989) 2  102 4,407 0,004 
8 
[Ru(bpy)2(pdt)][PF6]2 
+16 (483nm) - 9 2,21  104; (0,992) 2  102 4,344 0,004 
9 
[Ru(bpy)2(bpp)][CF3SO3]2 
+14 (480nm) - 6 3,07  104; (0,982) 3  102 4,488 0,005 
10 
[Ru(bpy)2(pb)][CF3SO3]2 
+25 (459nm) - 10 1,120  105; (0,997) 9  102 5,049 0,004 
11 
[Ru(bpy)2(pbt)][CF3SO3]2 




- -13 (566nm) 7 1,23  104; (0,984) 1  102 4,090 0,004 
*Grupo 1  Complexos de [RuII(Cp)]+; Grupo 2  Complexos de [RuII(bpy)2]
2+
 e Grupo 3  Complexos de Fe(II) com derivados de 
terpiridina; **    
    





           
     
         (ver tabela t-student, tn anexo 8.3), n = número de pontos 
utilizados na regressão e no cálculo de erros; ***      
 
 
    
 
   
  
; ****          
      
  
    , sendo A0 e A a absorvância da solução de 
complexo na ausência e na presença de ctDNA; 
a
 constante de ligação possivelmente sobrestimada. 
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Tabela 6 – Tabela resumo dos resultados obtidos por espectroscopia de UV-Vis, Fluorescência e por Viscosimetria, em titulações realizadas com o ctDNA para os diferentes 
complexos. (EB = brometo de etídio, intercalador do DNA; DAPI = 4’,6-diamidino-2-fenilindole, minor groove binder of DNA, i. e., liga-se aos sulcos menores do DNA nas 
regiões A-T; If = Intensidade de emissão de fluorescência; /0 = viscosidade cinemática relativa, 0 corresponde à viscosidade cinemática da solução de DNA na ausência de 
complexo). 
Complexos UV-Vis* Fluorescência Viscosidade Formação de aducto 
5 Hipercroísmo (+62%; 454nm) If com [DNA]; exc = 371nm  
7 Hipocroísmo (-14%, 482nm) - 
/0 ; 
Comportamento semelhante ao EB 

8 Hipercroísmo (+16%, 483nm) If com [DNA]; exc = 450nm 
/0 ; 
Comportamento semelhante ao EB 

9 Hipercroísmo (+14%, 480nm) - 
/0 ; 
Comportamento semelhante ao DAPI 

10 Hipercroísmo (+25%, 459nm) - 
/0 ; 
Comportamento semelhante ao EB 

11 Hipocroísmo (-19%, 421nm) If com [DNA]; exc = 310nm 
/0 ; 




Hipercroísmo, R < 2 (+10%) 
Hipocroísmo, R > 2 (-14%) 
- -  
13 Hipocroísmo (-13%; 566nm) - 
/0 ; 
Comportamento semelhante ao DAPI 

*          
      
  
    , sendo A0 e A a absorvância da solução de complexo na ausência e na presença de ctDNA. 
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A partir dos resultados obtidos nos estudos de interacção dos complexos 5 e 7-13 com 
o ctDNA (Tabela 5 e Tabela 6), conclui-se que todos os complexos escolhidos para realizar os 
estudos previstos interactuam com o DNA e que apresentam mecanismos de interacção 
distintos. 
Na viscosimetria obtiveram-se resultados quer semelhantes aos obtidos para o EB, que 
aumenta a viscosidade do DNA (complexos 7, 8, 10 e 11), bem como resultados semelhantes 
aos obtidos para o DAPI, que é conhecido por diminuir a viscosidade do DNA (complexos 9 e 







 sugerem a seguinte ordem para os complexos: 
 
10   >>  5  >  9  ~  11  >  7  ~  8  > 13 
 
Relativamente aos complexos do grupo 2 (complexos 7-11), estes resultados não se 
correlacionam completamente com a sua actividade anti-tumoral. A sua citotoxicidade 
(expressa em valores de IC50)
38
 varia bastante consoante o complexo e a linha celular tumoral 
humana estudada (anexo 8.5). 
A citotoxicidade dos complexos 7 e 10-12 é considerável na linha celular de 
adenocarcinoma do ovário (A2780), sendo o complexo 11 o que apresenta uma actividade 
superior em todas as linhas de células (adenocarcinoma do ovário, da mama, do cólon e da 
próstata – A2780, MCF7, HT29 e PC3, respectivamente). O complexo 11 apresenta ainda 
uma actividade da mesma ordem de grandeza da cisplatina para as células A2780, e uma 
citotoxicidade superior em linhas celulares resistentes ao tratamento com cisplatina (MCF7 e 
PC3)
38
. O complexo 10, para o qual se obteve o maior valor de Kb, é apenas moderadamente 
citotóxico para uma linha celular sensível ao tratamento com cisplatina. As constantes de 




) são muito próximas entre si, mas a 
actividade destes complexos varia muito: o composto 11, como referido, é muito activo para 
todas as linhas celulares, enquanto 8 é moderadamente activo para a linha MCF7 e não 
apresenta actividade em células A2780. 
Os complexos 7 e 8 diferem entre si apenas no contra-ião (ver Tabela 2) e, não 
obstante diferenças apresentadas por ambos os complexos na presença de DNA (espectros 
UV-Vis), a constante Kb obtida é igual para ambos, indicando uma afinidade pelo DNA 
idêntica. As diferenças observadas podem possivelmente estar relacionadas com a 
organização espacial do contra-ião de cada complexo. 
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A combinação destes resultados permite concluir que o DNA pode não ser o único 
alvo para estes complexos, bem como a possibilidade de estes complexos apresentarem 
mecanismos de acção muito distintos uns dos outros, o que é reforçado pelas diferentes 
técnicas realizadas neste trabalho experimental. 
 
 No que respeita aos mecanismos de interacção, é necessária a realização de estudos 
complementares de fluorescência, que até à data não foi possível executar. Para detalhar 
mecanismos de extinção de fluorescência, entre outros, é fundamental determinar tempos de 
vida de fluorescência. Além disso, estão também previstos estudos de competição com o EB e 

































Conclusões e Perspectivas 
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5. Conclusões e Perspectivas  
 
O objectivo global deste trabalho consistia no estudo da avaliação do DNA como alvo 
biológico possível para novos complexos potencialmente anti-tumorais de Ru(II) e Fe(II) 
sintetizados no grupo.  
 
Dos 16 complexos seleccionados inicialmente para a realização deste trabalho 





, os complexos 7 a 12 do grupo 2 – complexos de [RuII(bpy)2]
2+
 e o 
complexo 13 do grupo 3 – complexos de Fe(II) com derivados de terpiridina.  
 Realizaram-se estudos de espectroscopia de absorção de UV-Visível para todos os 
complexos escolhidos, sendo assim possível determinar constantes de ligação (Kb) na ordem 






, salientando que o complexo 10 foi o que apresentou uma 
constante de ligação superior. Comparando os resultados de espectroscopia de absorção de 
UV-Vis obtidos com os resultados que se obtiveram utilizando espectroscopia de 
fluorescência e viscosimetria, foi possível concluir que todos os compostos estudados 
interagem de forma moderada a forte com esta biomolécula e inferir a respeito dos 
mecanismos dessa interacção. O DNA pode, assim, ser um alvo biológico para todos os 
complexos estudados. No entanto, esta interacção não reflecte a citotoxicidade encontrada 
para alguns complexos (em concreto, os do grupo 2) (ver anexo 8.5)
38
, o que nos leva a 
afirmar que o DNA pode não ser o único alvo de acção. 
 
 
 A fluorescência foi uma técnica pouco explorada devido a problemas operacionais já 
referidos, em concreto, uma avaria do espectrofluorimetro durante cerca de três dos meses 
deste trabalho, o que impossibilitou a realização de alguns estudos previstos no plano de 
trabalho. Seria importante realizar ensaios de espectroscopia de fluorescência para os 
complexos 7, 9, 10, 12 e 13 (em que o complexo pode funcionar como sonda fluorescente) 
para completar estes estudos de interacção com o DNA. Um segundo aspecto, já mencionado, 
seria a realização de estudos de competição com o EB e com o DAPI (por fluorescência) para 
confirmar os mecanismos propostos. Ainda nesse sentido, e para completar os estudos de 
interacção realizados, seria interessante efectuar estudos com o DNA por técnicas diferentes 
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das utilizadas no presente trabalho, como dicroísmo circular e electroforese em gel de 
agarose. 
 No seguimento destes estudos de interacção com o DNA, seria interessante realizar 
ensaios de espectroscopia de UV-Vis e de fluorescência com variação da temperatura para 
obter dados de índole termodinâmica sobre a interacção, bem como estudar o efeito do pH na 
interacção dos complexos com o DNA, tendo em mente os diferentes valores de pH que se 
podem encontrar nas diferentes células em meio fisiológico. 
  
 
 No sentido mais lato de avaliar o potencial destes complexos como metalofármacos, 
seria importante investigar a sua possibilidade de transporte, avaliando se a albumina humana 
poderia desempenhar esse papel (combinando medidas de fluorescência em estado 
estacionário com ensaios em estado transiente (ou resolvidos no tempo). 
 Finalmente, seria interessante proceder a estudos de mecanismos de morte celular; 
estudos de uptake celular (membrana, citoplasma e núcleo), por meio de microscopia de 
fluorescência e/ ou confocal, utilizando para o efeito uma importante característica dos 
complexos do grupo 2, a sua fluorescência intrínseca. Estudos de fraccionamento das células 
(após incubação com os complexos de ruténio do grupo 2) e doseamento por ICP-MS 
(Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) seriam relevantes para determinar onde, na 
célula, os complexos se distribuem, o que por sua vez, será útil no estabelecimento de outros 
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6. Procedimento Experimental 
6.1. Materiais e técnicas de avaliação biológica 
6.1.1. Considerações Gerais 
 
Para proceder ao estudo de cada complexo, estudou-se inicialmente a sua estabilidade 
por UV-Vis, de forma a saber-se se estes eram ou não sensíveis à luz, ou se simplesmente se 
degradavam com o tempo e se portanto poderiam ser realizados os estudos previstos para cada 
composto. Alguns dos compostos demonstraram ser pouco estáveis quando se reduzia a 
quantidade de DMSO na solução, para um intervalo de 2 a 5% que é a percentagem máxima 
que se pode utilizar e que garanta que não existiriam alterações devido à presença de DMSO. 
No entanto, a maioria apresentou uma boa estabilidade, mesmo na ausência de DMSO, e por 
esse motivo o restante trabalho foi realizado essencialmente com esses compostos 
(Complexos 7 a 12). 
 
6.1.2. Reagentes e Solventes 
 
Os reagentes e os solventes utilizados durante a realização deste trabalho de mestrado, 
são essencialmente da Sigma (calf thymus DNA; HEPES, minimum 99,5% titration; EB; 
DAPI e Trizma, base minimum 99,9% titration), da BDH, AnalaR (NaCl), da Merck (KOH), 
da Lab Scan (DMSO e DMF) e da Millipore (Millipore-Q water). 
 As soluções de ctDNA foram preparadas por hidratação lenta do polímero em tampão, 
a 4ºC, sob agitação orbital, por um período tipicamente de 3 dias. A solução stock de ctDNA 
foi mantida a 4ºC sempre que possível, sendo descartada ao fim de um máximo de 5 dias. 
 Utilizou-se tampão Hepes a pH 7,4 e/ ou Tris-HCl a pH 7,4, ajustando o pH ao valor 
desejado por adição de volumes mínimos de soluções concentradas de KOH 4M ou HCl 2M, 
respectivamente, com o medidor de pH FE20 – FiveEasyTM da Metler Toledo®. 
 Nos ensaios com DMSO, as concentrações e os volumes envolvidos foram escolhidos 
de forma a manter a % DMSO (V/V) constante para todas as amostras. 
  
6.1.3. Espectroscopia de absorção de UV-Visível 
 
Os ensaios de espectroscopia de absorção de UV-Vis foram realizados utilizando um 
espectrofotómetro de UV-Vis, Jasco V-560. Este foi utilizado inicialmente para os estudos de 
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estabilidade (Anexo 8.1) que permitiram decidir quais os complexos que poderiam ser 
utilizados nos ensaios previstos. 
Para cada ensaio realizado foi necessário proceder à aferição da concentração de DNA, 
utilizando-se o coeficiente de absortividade molar,  = 6600M-1cm-1 a 260nm, onde o DNA 
absorve maioritariamente (Figura 47). Para cada solução de DNA mediu-se também a 
absorvância a 280nm, tendo-se obtido uma razão A260/ A280 > 1,8, o que indica que o DNA 
está satisfatoriamente limpo de conteúdo proteico. 
 
Figura 47 – Espectro de absorção do ctDNA, a 2210M.nuc-1, em 10mM Hepes pH 7,4. 
 
Os ensaios realizados com os complexos escolhidos foram realizados em batch no 
escuro e durante um determinado tempo de incubação à temperatura ambiente (a (20 ± 1)ºC, 
controlado através de ar condicionado presente na sala onde se realizaram as medições), de 
forma a minimizar as alterações que poderiam ocorrer devido a reacções paralelas e 
preparando-se um branco por amostra com a mesma concentração de DNA e que se usou 
como referência nas medidas de absorvância, para descontar a absorvância residual devido à 
presença de DNA livre na solução. 
As titulações dos complexos com o DNA, foram realizadas utilizando diferentes 
razões mantendo a concentração de complexo constante e igual a 30M, fazendo variar a 
concentração de DNA (razões: 0; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 2; 3; 5; 7; 10; 15 e 20). Os ensaios para os 
complexos 7 – 12 foram realizados sem adição de DMSO, em 10mM Hepes pH 7,4. Para os 
ensaios realizados com os complexos 5 e 13, utilizaram-se as mesmas razões (complexo – 
DNA), mas sendo necessário trabalhar com adição de 5% DMSO, para aumentar a 
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solubilidade dos compostos. No entanto, a estabilidade destes compostos apenas permite 
trabalhar por um período máximo de 15 a 30 minutos. 
 
6.1.4. Espectroscopia de emissão de fluorescência 
 
Os ensaios de espectroscopia de fluorescência foram realizados utilizando um 
fluorimetro, Fluorolog – FL3-22; Horiba Jobin Yvon. 
As amostras a analisar foram preparadas tendo em conta a estabilidade dos complexos 
e a sua sensibilidade à luz, ou seja, as titulações foram realizadas directamente na célula de 
quartzo, quando estes assim o permitiam, as restantes titulações foram realizadas em batch na 
ausência de luz e incubadas durante um período de 15 a 30 minutos, consoante a estabilidade 
do complexo assim o permitisse.   
As titulações dos complexos com o DNA foram realizadas utilizando os complexos 
como sonda, ou seja, mantendo-se constante a concentração de complexo igual a 10 a 15M, 
aumentando-se a concentração de DNA, de acordo com diferentes razões consoante a 
estabilidade do complexo à luz permitisse a sua realização directamente na célula ou fosse 
necessário realizar o ensaio com amostras preparadas independentemente em batch no escuro, 
em todos os ensaios foi utilizado um meio tamponizado com ou sem adição de 5%DMSO 
consoante as necessidades de solubilização dos complexos em estudo, utilizando como 
comprimento de onda de excitação, o comprimento de onda de excitação do complexo a ser 
estudado. 
Foram realizados também estudos de fluorescência com sondas conhecidas como o 
EB, que é um conhecido intercalador do DNA, e o DAPI, que é conhecido por se ligar aos 
sulcos menores do DNA nas regiões A-T.  
 
6.1.5. Medições hidrodinâmicas – viscosidade cinemática 
 
De forma a realizar as medições hidrodinâmicas foi necessário calibrar o viscosímetro 
de Ostwald, associado a um ViscoClock da SCHOTT com banho termostatizado da Julabo 
18V, com água a (25,15 ± 0,01) ºC. Foi necessário calibrar o viscosímetro com água pura 
(Millipore®), de forma a determinar a constante, k, a aplicar na expressão     , onde  é a 
viscosidade cinemática e t são as medições de tempo de escoamento que se obtêm durante o 
ensaio. Sabendo que a viscosidade cinemática da água a 25ºC é de 1,0034mm
2
/s, o valor da 
constante obtido foi de 0,011256mm
2
. Este valor de k é o valor que se irá utilizar na 
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determinação da viscosidade cinemática dos complexos em estudo. Os resultados obtidos 
após tratamento são apresentados na forma de viscosidade cinemática relativa (/0). 
Para os ensaios viscosimétricos foi necessário realizar um estudo prévio de qual a 
concentração de DNA ideal a utilizar nos ensaios, utilizando-se diferentes concentrações de 
DNA (10, 100, 200, 300 e 500M.nuc-1). Após este estudo prévio, observou-se que a 
concentração de DNA ideal a utilizar-se nos ensaios posteriores seria de 200M.nuc-1.  
As soluções DNA  complexo para os ensaios viscosimétricos foram preparadas em 
batch no escuro durante um período de 30 minutos, em 10mM Hepes pH 7,4 contendo ou não 
5%DMSO consoante o complexo em estudo, mantendo a concentração de DNA constante e 
igual a 200M.nuc-1, variando-se a concentração de complexo de forma a observar o efeito na 
viscosidade do DNA na presença de concentrações crescentes de complexo (0, 30, 60, 80, 
100, 130, 160 e 200M). Os resultados obtidos foram comparados com os resultados para o 
EB e DAPI, caso a caso. 
Em todos os ensaios se mediu 0 para a solução de DNA na ausência de complexo, nas 
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8.1. Estudos de Estabilidade 
8.1.1. Complexos do tipo [Ru(Cp)]+ – Grupo 1 
8.1.1.1. Complexo 1 – [RuCp(PPh3)2(3-cq)][PF6] 
 
 
Figura A.1 – a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 1, [Complexo 1] = 74,76M em 100% DMSO, as 
soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 240 minutos (4h); b) Espectros de 
absorção de UV-Vis do complexo 1, [Complexo 1] = 28,3M em 2% DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4, as soluções 
foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 240 minutos (4h). 
 
Tabela A.1 – Tabela resumo dos resultados obtidos para a estabilidade do complexo 1 em 100% de DMSO e em 
2%DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4, durante 240 minutos (4h). 
Tempo/min 
100%DMSO 2%DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4 
% variação /nm %variação /nm 
0 0,000 356 0,000 359 
15 -2,383 355 -3,143 357 
30 -4,146 355 -4,652 359 
45 -6,242 355 -6,457 360 
60 -7,939 355 -7,619 359 
120 -14,881 355 -13,692 356 
180 -20,462 354 -23,297 357 










8.1.1.2. Complexo 2 – [RuCp(PPh3)2(2-cq)][PF6] 
 
 
Figura A.2 – a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 2, [Complexo 2] = 56,57M em 100% DMSO, as 
soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 240 minutos (4h); b) Espectros de 
absorção de UV-Vis do complexo 2, [Complexo 2] = 40,4M em 2% DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4, as soluções 
foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 240 minutos (4h). 
 
Tabela A.2 – Tabela resumo dos resultados obtidos para a estabilidade do complexo 2 em 100% de DMSO e em 
2%DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4, durante 240 minutos (4h). 
Tempo/min 
100%DMSO 2%DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4 
% variação /nm %variação /nm 
0 0,000 361 0,000 364 
15 -3,304 361 -3,283 364 
30 -7,026 360 -5,077 363 
45 -10,038 360 -6,068 364 
60 -13,118 360 -7,825 364 
120 -22,573 359 -10,924 365 
180 -30,034 358 -13,004 364 













8.1.1.3. Complexo 3 – [RuCp(PPh3)2(9CN-Antr)][PF6] 
 
 
Figura A.3 – a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 3, [Complexo 3] = 61,60M em 100% DMSO, as 
soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 240 minutos (4h); b) Espectros de 
absorção de UV-Vis do complexo 3, [Complexo 3] = 23,48M em 2% DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4, as soluções 
foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 240 minutos (4h). 
 
Tabela A.3 – Tabela resumo dos resultados obtidos para a estabilidade do complexo 3 em 100% de DMSO e em 
2%DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4, durante 240 minutos (4h). 
Tempo/min 
100%DMSO 2%DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4 
% variação /nm %variação /nm 
0 0,000 435 0,000 427 
15 -0,627 422 -5,027 427 
30 -4,315 421 -8,573 426 
45 -7,098 421 -12,343 426 
60 -9,556 420 -15,530 427 
120 -22,375 414 -20,826 427 
180 -16,385 411 -25,359 427 













8.1.1.4. Complexo 4 – [RuCp(PPh3)2(2CN-Naph)][PF6] 
 
 
Figura A.4 – a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 4, [Complexo 4] = 58,65M em 100% DMSO, as 
soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 240 minutos (4h); b) Espectros de 
absorção de UV-Vis do complexo 4, [Complexo 4] = 19,22M em 2% DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4, as soluções 
foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 240 minutos (4h). 
 
Tabela A.4 – Tabela resumo dos resultados obtidos para a estabilidade do complexo 4 em 100% de DMSO e em 
2%DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4, durante 240 minutos. 
Tempo/min 
100%DMSO 2%DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4 
% variação /nm %variação /nm 
0 0,000 336 0,000 340 
15 -0,652 335 6,237 341 
30 -1,974 336 9,643 340 
45 -3,928 334 9,947 341 
60 -4,985 335 6,643 342 
120 -10,314 334 -1,858 341 
180 -12,443 333 -18,127 342 














8.1.1.5. Complexo 5 – [RuCp(Dppe)(9CN-Antr)][PF6] 
 
 
Figura A.5 – a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 5, [Complexo 5] = 67,92M em 100% DMSO, as 
soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 240 minutos (4h); b) Espectros de 
absorção de UV-Vis do complexo 5, [Complexo 5] = 22,4M em 2% DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4, as soluções 
foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 240 minutos (4h). 
 
Tabela A.5 – Tabela resumo dos resultados obtidos para a estabilidade do complexo 5 em 100% de DMSO e em 
2%DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4, durante 240 minutos. 
Tempo/min 
100%DMSO 2%DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4 
% variação /nm %variação /nm 
0 0,000 452 0,000 456 
15 2,485 453 4,387 457 
30 2,466 453 3,553 457 
45 2,251 453 2,321 457 
60 2,110 452 0,625 457 
120 2,028 452 -1,696 458 
180 2,044 452 -3,685 456 













8.1.1.6. Complexo 6 – [RuCp(Dppe)(2CN-Naph)][PF6] 
 
 
Figura A.6 – a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 6, [Complexo 6] = 71,87M em 100% DMSO, as 
soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 240 minutos (4h); b) Espectros de 
absorção de UV-Vis do complexo 6, [Complexo 6] = 13,22M em 2% DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4, as soluções 
foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 240 minutos (4h). 
 
Tabela A.6 – Tabela resumo dos resultados obtidos para a estabilidade do complexo 6 em 100% de DMSO e em 
2%DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4, durante 240 minutos. 
Tempo/min 
100%DMSO 2%DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4 
% variação /nm %variação /nm 
0 0,000 327 0,000 349 
15 -2,575 327 -4,894 348 
30 -3,377 327 22,632 348 
45 -3,441 327 19,980 348 
60 -3,657 327 16,999 348 
120 -3,805 327 12,118 348 
180 -3,323 327 7,849 348 












8.1.2. Complexos do tipo [Ru(bpy)2]
2+ – Grupo 2 
8.1.2.1. Complexo 7 – [Ru(bpy)2(pdt)][CF3SO3]2 
 
 
Figura A.7 – a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 7, [Complexo 7] = 30M em 10mM Hepes pH 7,4, as 
soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 1440 minutos (24h); b) Espectros de 
absorção de UV-Vis do complexo 7, [Complexo 7] = 30M em 5mM Tris-HCl pH 7,4, as soluções foram mantidas no 
escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 1440 minutos (24h). 
 
Tabela A.7 – Tabela resumo dos resultados obtidos para a estabilidade do complexo 7 em 10mM Hepes pH 7,4 e em 
5mM Tris-HCl pH 7,4, durante 1440 minutos. 
Tempo/min 
10mM Hepes pH 7,4 5mM Tris-HCl pH 7,4 
% variação /nm %variação /nm 
0 0,000 482 0,000 482 
30 -5,683* 482 0,189 482 
45 -4,983* 482 -4,940 482 
60 -3,202 482 -5,705 482 
120 -3,594 482 -6,484 482 
180 -4,193 482 -6,410 482 
240 -3,953 482 -5,735 482 
1440 -11,696 482 -10,124 482 











8.1.2.2. Complexo 8 – [Ru(bpy)2(pdt)][PF6]2 
 
 
Figura A.8 – a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 8, [Complexo 8] = 30M em 10mM Hepes pH 7,4, as 
soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 1440 minutos (24h); b) Espectros de 
absorção de UV-Vis do complexo 8, [Complexo 8] = 30M em 5mM Tris-HCl pH 7,4, as soluções foram mantidas no 
escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 1440 minutos (24h). 
 
Tabela A.8 – Tabela resumo dos resultados obtidos para a estabilidade do complexo 8 em 10mM Hepes pH 7,4 e em 
5mM Tris-HCl pH 7,4, durante 1440 minutos. 
Tempo/min 
10mM Hepes pH 7,4 5mM Tris-HCl pH 7,4 
% variação /nm %variação /nm 
0 0,000 483 0,000 482 
30 -0,029 483 0,648 482 
45 1,803 483 0,331 482 
60 -0,964 483 0,304 482 
120 -1,023 483 0,151 482 
180 -1,006 483 0,292 482 
240 -1,218 483 0,216 482 














8.1.2.3. Complexo 9 – [Ru(bpy)2(bpp)][CF3SO3]2 
 
 
Figura A.9 – a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 9, [Complexo 9] = 30M em 10mM Hepes pH 7,4, as 
soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 1440 minutos (24h); b) Espectros de 
absorção de UV-Vis do complexo 9, [Complexo 9] = 30M em 5mM Tris-HCl pH 7,4, as soluções foram mantidas no 
escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 1440 minutos (24h). 
 
Tabela A.9 – Tabela resumo dos resultados obtidos para a estabilidade do complexo 9 em 10mM Hepes pH 7,4 e em 
5mM Tris-HCl pH 7,4, durante 1440 minutos. 
Tempo/min 
10mM Hepes pH 7,4 5mM Tris-HCl pH 7,4 
% variação /nm %variação /nm 
0 0,000 479 0,0000 479 
30 1,319 479 -0,2332 479 
45 -6,517 479 0,2949 479 
60 -6,289 479 0,3600 479 
120 -6,126 479 0,3840 479 
180 -6,383 479 0,1440 479 
240 -5,976 479 0,8675 479 














8.1.2.4. Complexo 10 – [Ru(bpy)2(pb)][CF3SO3]2 
 
 
Figura A.10 – a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 10, [Complexo 10] = 66,17M em 10mM Hepes pH 
7,4, as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 1440 minutos (24h); b) 
Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 10, [Complexo 10] = 66,17M em 5mM Tris-HCl pH 7,4, as soluções 
foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 1440 minutos (24h). 
 
Tabela A.10 – Tabela resumo dos resultados obtidos para a estabilidade do complexo 10 em 10mM Hepes pH 7,4 e em 
5mM Tris-HCl pH 7,4, durante 1440 minutos. 
Tempo/min 
10mM Hepes pH 7,4 5mM Tris-HCl pH 7,4 
% variação /nm %variação /nm 
0 0,000 460 0,0000 461 
30 -5,332 460 0,1767 461 
45 -0,087 460 -0,8633 461 
60 -5,380 460 -0,7547 461 
120 -0,763 460 0,2680 461 
180 -6,012 460 -0,9879 461 
240 -6,281 460 -0,1767 461 














8.1.2.5. Complexo 11 – [Ru(bpy)2(pbt)][CF3SO3]2 
 
 
Figura A.11 – a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 11, [Complexo 11] = 60,68M em 10mM Hepes pH 
7,4, as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 1440 minutos (24h); b) 
Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 11, [Complexo 11] = 60,68M em 5mM Tris-HCl pH 7,4, as soluções 
foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 1440 minutos (24h). 
 
Tabela A.11 – Tabela resumo dos resultados obtidos para a estabilidade do complexo 11 em 10mM Hepes pH 7,4 e em 
5mM Tris-HCl pH 7,4, durante 1440 minutos. 
Tempo/min 
10mM Hepes pH 7,4 5mM Tris-HCl pH 7,4 
% variação /nm %variação /nm 
0 0,000 421 0,000 420 
30 -1,187 421 5,232 420 
45 -1,640 421 -1,867 420 
60 -1,736 421 5,186 420 
120 -1,755 421 -2,676 420 
180 -2,472 421 2,091 420 
240 -2,085 421 -6,547 420 














8.1.2.6. Complexo 12 – [Ru(bpy)2(N-pbt)2][CF3SO3]2 
 
 
Figura A.12 – a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 12, [Complexo 12] = 59,96M em 10mM Hepes pH 
7,4, as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 1440 minutos (24h); b) 
Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 12, [Complexo 12] = 59,96M em 5mM Tris-HCl pH 7,4, as soluções 
foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 1440 minutos (24h). 
 
Tabela A.12 – Tabela resumo dos resultados obtidos para a estabilidade do complexo 12 em 10mM Hepes pH 7,4 e em 
5mM Tris-HCl pH 7,4, durante 1440 minutos. 
Tempo/min 
10mM Hepes pH 7,4 5mM Tris-HCl pH 7,4 
% variação /nm %variação /nm 
0 0,000 483 0,000 483 
30 -0,633 483 -6,587 483 
45 -1,014 483 -1,349 483 
60 -1,462 483 -7,462 483 
120 -1,961 483 -2,159 483 
180 -2,913 483 -8,232 483 
240 -3,710 483 -3,265 483 














8.1.3. Complexos de ferro(II) com derivados de terpiridina – Grupo 3 
8.1.3.1. Complexo 13 - [Fe((4’-C6H5)-tpy)Cl2(H2O)]  
 
Figura A.13 – a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 13, [Complexo 13] = 69,79M em 100% DMSO, as 
soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 240 minutos (4h); b) Espectros de 
absorção de UV-Vis do complexo 13, [Complexo 13] = 43,20M em 2% DMSO/ 98% Hepes 10mM pH 7,4, as soluções 
foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 1440 minutos (24h); c) Espectros de absorção 
de UV-Vis do complexo 13, [Complexo 13] = 36,6M em 2% DMSO/ 98% Tris-HCl 5mM pH 7,4, as soluções foram 
mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 240 minutos (4h). 
 
Tabela A.13 – Tabela resumo dos resultados obtidos para a estabilidade do complexo 13 em 100% DMSO, durante 
240 minutos, 2%DMSO/ Hepes 10mM pH 7,4, durante 1440 minutos e em 2%DMSO/ Tris-HCl 5mM pH 7,4, durante 
240 minutos. 
Tempo/min 
100%DMSO 2%DMSO/98% Hepes 10mM 2%DMSO/98% Tris-HCl 5mM 
% variação /nm % variação /nm % variação /nm 
0 0,000 574 0,000 566 0,000 566 
15 1,123 574 -0,104 566 -6,690 566 
30 1,203 574 -0,193 566 -8,921 566 
45 1,421 574 -0,326 566 -9,173 566 
60 1,226 574 -0,460 566 -9,587 566 
120 - - -0,608 566 -10,476 566 
180 1,400 574 -0,860 566 -11,326 566 
240 1,383 574 -0,993 566 -10,220 566 
1440 - - -4,700 566 - - 




8.1.3.2. Complexo 14 – [Fe((4’-C6H4-p-NO2)-tpy)Cl2(H2O)] 
 
Figura A.14 – a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 14, [Complexo 14] = 30M em 100% DMSO; b) 
Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 14, [Complexo 14] = 35,365M em 100% DMF; c) Espectros de 
absorção de UV-Vis do complexo 14, [Complexo 14] = 47,18M em 2% DMSO/ 98% Tris-HCl 5mM pH 7,4; d) 
Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 14, [Complexo 14] = 42,81M em 2% DMSO/ 98% Tris-HCl 5mM pH 
7,4/ 50mM NaCl (todas as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 240 
minutos (4h)). 
 
Tabela A.14 – Tabela resumo dos resultados obtidos para a estabilidade do complexo 14 em 100% DMSO, durante 
240 minutos, 100%DMF, durante 240 minutos; 2%DMSO/ Tris-HCl 5mM pH 7,4, durante 240 minutos e em 





98% Tris-HCl 5mM 
2%DMSO/  
98% Tris-HCl 5mM/ 
50mM NaCl 
% variação /nm % variação /nm % variação /nm % variação /nm 
0 0,000 587 0,000 584 0,000 576 0,000 577 
15 -1,748 587 -23,193 584 -6,780 576 -16,083 577 
30 -1,646 587 -42,657 584 -9,888 576 -23,128 577 
45 -1,823 587 -55,711 584 -10,080 576 -31,243 577 
60 -2,274 587 -64,802 584 -11,188 576 -36,149 577 
120 -1,394 587 -80,886 584 -14,423 576 -46,994 577 
180 -0,177 587 -86,247 584 -16,086 576 -53,006 577 
240 0,584 587 -87,296 584 -16,559 576 -56,326 577 
 
 




8.1.3.3. Complexo 15 – [Fe(phen)(4’-C6H4-p-NO2)-tpy)Cl][PF6] 
 
Figura A.15 – a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 15, [Complexo 15] = 70,30M em 100% DMSO; b) 
Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 15, [Complexo 15] = 34,47M em 100% DMF; c) Espectros de 
absorção de UV-Vis do complexo 15, [Complexo 15] = 38,35M em 2% DMSO/ 98% Tris-HCl 5mM pH 7,4; d) 
Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 15, [Complexo 15] = 33,87M em 2% DMSO/ 98% Tris-HCl 5mM pH 
7,4/ 50mM NaCl (todas as soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 240 
minutos (4h)). 
 
Tabela A.15 – Tabela resumo dos resultados obtidos para a estabilidade do complexo 15 em 100% DMSO, durante 0 a 
240 minutos, 100%DMF, durante 240 minutos; 2%DMSO/ Tris-HCl 5mM pH 7,4, durante 240 minutos e em 





98% Tris-HCl 5mM 
2%DMSO/ 98% Tris-HCl 5mM/ 
50mM NaCl 
% variação /nm % variação /nm % variação /nm % variação /nm 
0 0,000 587 0,000 584 0,000 587 0,000 598 
15 5,379 587 -7,898 584 -4,436 587 -3,975 598 
30 5,687 587 -13,696 584 -8,171 587 -7,071 598 
45 5,677 587 -17,106 584 -11,696 587 -10,295 598 
60 5,601 587 -19,602 584 -15,504 587 -13,812 598 
120 - - -32,903 584 -22,696 587 -22,495 598 
180 5,426 587 -47,586 584 -29,750 587 -29,309 598 
240 5,173 587 -49,955 584 -33,622 587 -34,255 598 
 
 




8.1.3.4. Complexo 16 – [Fe(bis-(4’-C6H4-p-N(CH3)2)-tpy)][PF6]2 
 
Figura A.16 – a) Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 16, [Complexo 16] = 30M em 100% DMSO; b) 
Espectros de absorção de UV-Vis do complexo 16, [Complexo 16] = 36,03M em 100% DMF; c) Espectros de 
absorção de UV-Vis do complexo 16, [Complexo 16] = 30,20M em 2% DMSO/ 98% Tris-HCl 5mM pH 7,4 (todas as 
soluções foram mantidas no escuro entre cada medida, evolução com o tempo até 240 minutos (4h)). 
 
Tabela A.16 – Tabela resumo dos resultados obtidos para a estabilidade do complexo 16 em 100% DMSO, durante 
240 minutos, 100%DMF, durante 240 minutos e em 2%DMSO/ Tris-HCl 5mM pH 7,4, durante 240 minutos. 
Tempo/ 
min 
100%DMSO 100%DMF 2%DMSO/ 98% Tris-HCl 5mM 
% variação /nm % variação /nm % variação /nm 
0 0,000 589 0,000 588,5 0,000 577 
15 -5,605 589 -11,325 588,5 -5,343 577 
30 -8,149 589 -14,608 588,5 -8,890 577 
45 -9,483 589 -16,942 588,5 -12,582 577 
60 -10,721 589 -18,507 588,5 -17,936 577 
120 -13,179 589 -22,188 588,5 -35,163 577 
180 -15,147 589 -23,868 588,5 -50,665 577 









8.2. Regressões ajustadas a um modelo Scatchard 
 
 
Figura B.1 – Variação da absorvância do complexo 5 a 454nm em função da concentração de DNA: ajuste a um 
modelo Scatchard; ([DNA]/ap)/M
2
.cm = (7,1010-9 ± 610-9) + (3,3810-4 ± 310-5)  [DNA, M]; R2 = 0,975; n = 6). 
 
 
Figura B.2 – Variação da absorvância do complexo 7 a 482nm em função da concentração de DNA: ajuste a um 
modelo Scatchard; ([DNA]/ap)/M
2
.cm = (1,8810-8 ± 310-9) + (4,8110-4 ± 110-5)  [DNA, M]; R2 = 0,989; n = 8). 
 





Figura B.3 – Variação da absorvância do complexo 8 a 483nm em função da concentração de DNA: ajuste a um 
modelo Scatchard; ([DNA]/ap)/M
2
.cm = (3,5410-8 ± 310-9) + (7,8110-4 ± 210-5)  [DNA, M]; R2 = 0,992; n = 9). 
 
 
Figura B.4 – Variação da absorvância do complexo 9 a 480nm em função da concentração de DNA: ajuste a um 
modelo Scatchard; ([DNA]/ap)/M
2
.cm = (3,0110-8 ± 110-8) + (9,2610-4 ± 510-5)  [DNA, M]; R2 = 0,982; n = 6). 
 





Figura B.5 – Variação da absorvância do complexo 11 a 421nm em função da concentração de DNA: ajuste a um 
modelo Scatchard; ([DNA]/ap)/M
2
.cm = (2,7610-8 ±7 10-9) + (8,2710-4 ±3 10-5)  [DNA, M]; R2 = 0,979; n = 8). 
 
 
Figura B.6 – Variação da absorvância do complexo 13 a 566nm em função da concentração de DNA: ajuste a um 
modelo Scatchard; ([DNA]/ap)/M
2












8.3. Tabela de t-student, tn 
 









8.4. Espectros de fluorescência em meio aquoso (H2O/ tampão pH 7,4) 
 
 Neste anexo reúnem-se os espectros de emissão de fluorescência para todos os 
complexos para os quais foi estudada a interacção com o DNA. 
 
8.4.1. Grupo 1 – Complexo 5: [RuCp(Dppe)(9CN-Antr)][PF6] 
 
Figura C.1 – Espectros de excitação a em = 450nm (azul) e espectro de emissão a exc = 371nm (verde), para o 
complexo 5 com uma concentração de 15M em 5%DMSO / 95% Hepes 10mM pH 7,4.  
 
8.4.2. Grupo 2 – Complexos do tipo [Ru(bpy)2]
2+ 
 
 Os espectros de fluorescência apresentados nesta secção foram obtidos de [67]. 
 
8.4.2.1. Complexo 7: [Ru(bpy)2(pdt)][CF3SO3]2 
 
 
Figura C.2 – Espectro de emissão do complexo 7 com uma concentração de 10M, em água pura (Millipore®), a exc = 
335nm. 




8.4.2.2. Complexo 8: [Ru(bpy)2(pdt)][PF6]2 
 
 
Figura C.3 – Espectros de excitação a em = 600nm (azul) e espectro de emissão a exc = 450nm (verde), para o 
complexo 8 com uma concentração de 10M em 10mM Hepes pH 7,4. 
 
8.4.2.3. Complexo 9: [Ru(bpy)2(bpp)][CF3SO3]2 
 
 
Figura C.4 – Espectros de excitação a em = 640nm (azul) e espectro de emissão a exc = 477nm (verde), para o 
complexo 9 com uma concentração de 10M em água pura (Millipore®). O espectro de emissão está truncado devido 










8.4.2.4. Complexo 10: [Ru(bpy)2(pb)][CF3SO3]2 
 
 
Figura C.5 – Espectros de excitação a em = 450nm (azul) e espectro de emissão a exc = 346nm (verde), para o 
complexo 10 com uma concentração de 10M em água pura (Millipore®). 
 
 
8.4.2.5. Complexo 11: [Ru(bpy)2(pbt)][CF3SO3]2 
 
 
Figura C.6 – Espectros de excitação a em = 380nm (azul) e espectro de emissão a exc = 310nm (verde), para o 









8.4.2.6. Complexo 12: [Ru(bpy)2(pbt)2][CF3SO3]2 
 
 
Figura C.7 – Espectros de excitação a em = 380nm (azul) e espectro de emissão a exc = 355nm (verde), para o 
complexo 12 com uma concentração de 10M em água pura (Millipore®). 
 
8.5. Resultados de citotoxicidade (IC50) 
 




 foi avaliada em 4 
linhas celulares distintas de adenocarcinoma humano (Figura D.1), concretamente, 




Figura D.1 – Representação das diferentes linhas celulares de adenocarcinoma humano utilizadas para avaliar a 










 A linha celular A2780 é, das linhas celulares utilizadas, a mais sensível ao tratamento 
com cisplatina, pelo que todos os complexos do grupo 2 foram avaliados nesta linha celular, 
bem como os co-ligandos utilizados. Nas restantes linhas celulares apenas foram testados os 
compostos que se tinham apresentado mais activos na A2780. Os resultados obtidos estão 
sumarizados nas figuras seguintes (Figura D.2, Figura D.3, Figura D.4 e Figura D.5).  
 
 





 e para o precursor [Ru(bpy)2Cl2] na linha celular de adenocarcinoma humano do ovário (A2780). 
 
 Na Figura D.2 observa-se que tanto o complexo precursor como os co-ligandos não 
apresentam actividade citotóxica. 
 
 




 e para a cisplatina 
(CisPt) na linha celular de adenocarcinoma humano do ovário (A2780). 




 Na Figura D.3, observa-se que os compostos citotóxicos (IC50 < 100M) são os 
complexos 7, 10, 11 e 12, sendo o complexo 11 aquele que apresenta uma actividade 
citotóxica superior. No entanto, como o complexo 7 apresenta uma actividade moderada, 
optou-se por avaliar também a sua citoxicidade noutras linhas celulares para além da A2780. 
Desta forma, são também apresentados resultados nas restantes linhas celulares para os 





tornou-se necessário compará-los, bem como para os complexos 11 e 12, cuja diferença reside 
na quelatação ou coordenação monodentada do co-ligando pbt.  
 
 




 e para a cisplatina 
(CisPt) nas linhas celulares de adenocarcinoma humano do ovário e da mama (A2780 e MCF7, respectivamente). 
 
 Na figura D.4, pode observar-se que o contra-ião parece exercer algum efeito sobre a 
actividade citotóxica destes complexos, uma vez que o complexo 7, que possui o contra-ião 
CF3SO3
-
, é o que possui uma actividade citotóxica superior quando comparado com o 
complexo 8 que possui PF6
-
 como contra-ião. Nos resultados obtidos durante a realização 
desta dissertação também se observaram diferenças no comportamento apresentado por 
ambos os complexos na presença de DNA, embora a constante Kb obtida para ambos seja 
idêntica, indicando uma igual afinidade pelo DNA e sugerindo que as diferenças observadas 
possam estar relacionadas com a organização espacial do contra-ião de cada complexo.  
 









 e para a cisplatina 
(CisPt) nas linhas celulares de adenocarcinoma humano do ovário, da mama, do cólon e da próstata (A2780, MCF7, 
HT29 e PC3, respectivamente), * [68]. 
 
 Os resultados apresentados na Figura D.5 indicam que tanto o complexo 11 como o 
complexo 12 apresentam uma actividade citotóxica superior à da cisplatina para as linhas 
celulares de adenocarcinoma da mama e da próstata (MCF7 e PC3, respectivamente). O 
complexo 11 (com o co-ligando pbt quelatado) apresenta uma boa citotoxicidade para todas 
as linhas celulares, com uma actividade da mesma ordem de grandeza que a cisplatina na 
A2780 e claramente superior nas linhas resistentes ao tratamento com cisplatina (MCF7 e 
PC). O complexo 12 (com dois co-ligandos pbt monodentados) apresenta uma citotoxicidade 
notável para a linha resistente MCF7 (adenocarcinoma da mama), superior à da cisplatina e do 
complexo 11, sendo também bastante activo para as linhas A2780 e PC3, e moderadamente 
activo para o adenocarcinoma do cólon (linha HT29). 
